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aad AN DESMIDIACEEN 

en II. Mitteilung 

“| HULLGALLERTE UND SCHLEIMBILDUNG BEI MICRASTERIAS, 

PLEUROTAENIUM UND HYALOTHECA 

In Von 

a, Horst DRAWERT und MARIANNE Mix 

> Mit 42 Textabbildungen 

+ (Eingegangen am 18. Oktober 1960) 

4 1. Einleitung 

g In den Zellwänden von Micrasterias, Cosmarium, Closterium und 

Pe Hyalotheca ließen sich elektronenmikroskopisch Poren mit einem Durch- 

4 messer von 130—200 my nachweisen (LHoTsKŸ 1949, DRAWERT u. 

n METZNER-KÜSTER 1961). Ferner konnten für Micrasterias papillifera, 

a Cosmarium Lundelii (CHARDARD u. ROUILLER 1957) und Hyalotheca dis- 
siliens (DRAWERT u. METZNER-KÜSTER 1961) die sogenannten ,,Poren- 

e apparate‘‘ (SCHRÖDER 1902, LÜTKEMÜLLER 1902) und für Hyalotheca 


auch der Aufbau der Hüllgallerte aus einzelnen ,,Gallertprismen‘‘ (KLEBS 

1886, HAUPTFLEISCH 1888, LÜTKEMÜLLER 1902) elektronenmikrosko- 
» pisch bestätigt werden. CHARDARD u. ROUILLER (1957) haben allerdings 
für die von ihnen untersuchten Arten die Hüllgallerte nicht nachweisen 
können (vgl. dazu aber S. 252). 

Bei den Desmidiaceen muß man ihrer Funktion nach verschiedene Gallert- 
typen unterscheiden (KRIEGER 1937). Die Zellen der koloniebildenden Formen 
werden durch Verbindungsgallerte zusammengehalten. Einige seßhafte Arten 
heften sich mit Befestigungsgallerte einer Unterlage an. Weit verbreitet ist die 
bereits oben erwähnte Hüllgallerte, die eine geschlossene Kapsel um die Einzel- 
zelle oder auch um eine Zellkolonie, z. B. bei Hyalotheca, bildet. Der Ortsbewegung 
dient die Bewegungsgallerte. Uns soll zunächst nur die Hüllgallerte beschäftigen. 

Über die Funktion der Poren und Porenapparate bei der Gallert- 
ausscheidung ist man sich noch völlig im unklaren. KLEBs (1885) denkt 
| an Körnchen, die immer von neuem vom Cytoplasma durch die Wand 

ausgeschieden werden, und durch deren allmähliche Verquellung die 
Gallerthülle entsteht. Nach der Vorstellung von LUTKEMULLER (1902) 
durchsetzen die Porenapparate die Zellwand mit ,,Porenfaden“, die an 
der Innengrenze der Zellwand mit einer linsenförmigen Anschwellung, 
der ,,Porenzwiebel‘‘, beginnen und an der äußeren Zellwandfläche mit 
einer knopfförmigen oder auch anders gestalteten Erweiterung, dem 
| „Endknöpfchen‘, enden. Verschiedene Umstände ,,weisen darauf hin, 
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daB die Gallertprismen den Endanschwellungen der Porenorgane ihre 
Entstehung verdanken; wahrscheinlich kommen sie durch Verquellung 
der oberflächlichen Partien der Endknôpfchen oder Endnelken zustande 
und stellen daher eigentlich nicht ein Secret, sondern eher einen Be- 
standteil des Porenapparates dar. In diesem Sinne aufgefaBt, bildet die 
aus Prismen zusammengesetzte Gallerthiille der Desmidiaceen des Cos- 
mariumtypus einen integrierenden Bestandteil der Zellmembran, freilich 
einen ziemlich veränderlichen, da sie unter günstigen Bedingungen sich 
mächtig entwickeln, unter ungünstigen vollständig schwinden, später aber 
wieder neu gebildet werden kann“. (LUTKEMULLER 1902, S. 402 und 403.) 


Nach der elektronenmikroskopischen Bestätigung der Existenz 
eines Porenapparates bei Micrasterias papillifera, Cosmarium Lundelii 
(CHARDARD u. ROUILLER 1957) und Hyalotheca dissiliens (DRAWERT u. 
METZNER-KÜsTER 1961) ist zu untersuchen, ob sich dieses Gebilde auch 
in entsprechender Form, wie es LÜTKEMÜLLER beschreibt, bei anderen 
Desmidiaceen nachweisen läßt, zumal nach Beobachtungen von CzURDA 
(1937) die Porenapparate nur in entsprechend gealterten Membranen 
und bei bestimmter Substratreaktion in der angegebenen Form vor- 
kommen dürften. Auch Bare (1942) erwähnt, daß sie bei Micrasterias 
‚papillifera und M. truncata trotz Färbung die von LÜTKEMÜLLER be- 
schriebenen Einzelheiten des Porenapparates nicht erkennen konnte 
(für M. papillifera vgl. aber CHARDARD u. ROUILLER 1957). Ferner 
bleibt zu prüfen, ob die oben zitierte Vorstellung LÜTKEMÜLLERs von 
der Gallertbildung zutrifft. 


Wir führten diese Untersuchungen vorwiegend an Micrasterias rotata (GREV.) 
Raurs und Pleurotaenium trabecula (Exr8c.) NAc. durch. Zu Vergleichen wurde 
auch wieder Hyalotheca dissiliens (SM) BRÉB. hinzugezogen. Die Methodik ist der 
I. Mitteilung (DRAwERT u. METZNER-KÜsTER 1961) zu entnehmen. 


2. Lichtmikroskopische Untersuchungen der Porenapparate 
von Micrasterias und Pleurotaenium 

Die Poren mit den Porenapparaten in den Zellwänden von Micrasterias 
rotata und Pleurotaenium trabecula sind gut im Phasenkontrast zu er- 
kennen. Bei beiden Arten findet man sie zum Unterschied von Hyalo- 
theca (vgl. DRAWERT u. METZNER-K ÜSTER 1961, Abb. 17) über die ganze 
Oberfläche verstreut angeordnet, wie Abb. 1 für Pleurotaenium belegt. 
Nach Färbungen mit Methylviolett, Nilblau oder Rutheniumrot treten 
die Porenapparate besonders deutlich hervor (Abb. 2 und 4). Dasselbe 
erwähnt Waris (1950) von Micrasterias Thomasiana für Färbungen mit 
Gentianaviolett. Nach Behandlung mit Acridinorange-Lösungen zeigen 
die Porenapparate ebenso wie die Gallertfäden von Micrasterias rotata 
(s. S. 252) eine intensiv leuchtende, kupferrote Fluorescenz. Die End- 
knöpfchen stecken in je einem ,,Gallertprisma‘. Die Gesamtheit der 
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Gallertprismen bildet die Gallerthiille (Abb. 3). Es ergibt sich also, jetzt 
auch photographisch belegt, ein Bild, wie es bereits von HAUPTFLEISCH 
(1888) für Pleurotaenium trabecula entworfen worden ist, nur daß er die 
sogenannte Porenzwiebel übersehen hat, die erst LÜTKEMÜLLER (1902) 
bei anderen Arten entdeckte. 

Es erscheint eigentlich unverständlich, daß, wie bereits oben erwähnt worden 
ist, bei Nachuntersuchungen die von den alten Autoren gesehenen und beschriebe- 
nen Strukturen immer wieder angezweifelt werden. Dabei muß aber berück- 
sichtigt werden, daß bereits KLEBs (1886) auf das Abspringen der ,,Gallerthécker“ 
infolge äußerer Reize oder Einwirkung von Reagentien aufmerksam macht. 
Dasselbe erwähnt auch LüTKEMÜLLER (1902, S. 357 und 402) und betont 
dabei, daß der ” .ammenhang zwischen Gallertprismen und Endknöpfchen 
so fest ist, daß vei der Abstoßung der Gallertprismen die Endknépfchen von 
den Porenfäden abreißen. Wir kommen auf diese Erscheinung später noch zu- 
rück (8. 247 u. f.). 

Auch in der Aufsicht ergeben sich Bilder, wie sie bereits von HAUPT- 
FLEISCH, SCHRÖDER und LÜTKEMÜLLER skizziert worden sind. Bei 
Pleurotaenium kann man die Endknöpfchen der Porenapparate gut er- 
kennen, wie Abb. 6 zeigt. In der Aufnahme kommt der Größenunter- 
schied zwischen dem Endknöpfchen und dem in der Pore steckenden 
Porenfaden gut heraus. Bei Micrasterias rotata sollen nach Havpt- 
FLEISCH Endknôpfchen und Hüllgallerte fehlen. Dieser Angabe ist be- 
reits von LÜTKEMÜLLER (1895) und SCHRÔDER (1902) widersprochen 
worden. Wie aus Abb. 5 hervorgeht, besitzt M. rotata sehr gut aus- 
gebildete Endknöpfchen, die sich nach oben trichterförmig erweitern. 
In der Abb. 5 sieht man sie in Seitenansicht. Nach Absaugen von Wasser 
werden durch den Druck des Deckglases die Gallertprismen und damit 
die Endknöpfchen zur Seite gedrückt. Für Micrasterias Thomasiana 
gibt Waris (1950) an, daß “the ‘pore-organs’ can be pressed out from 
the cell-wall and are then, if stained, like small nails‘. 


Hin und wieder kann bei Micrasterias rotata nach Färbung mit basi- 
schen Farbstoffen in der Hüllgallerte auch eine Struktur beobachtet 
werden, die an die ,,Stabchen“ bei H yalotheca erinnert (Abb. 7 und 8). 
Bei Hyalotheca handelt es sich dabei wohl um die Grenzflächen der 
Gallertprismen (DRAWERT u. METZNER-KÜSTER 1961). Wieweit bei 
Micrasterias etwas Ähnliches vorliegt, kann noch nicht entschieden wer- 
den. Die Stäbchen entsprechen wahrscheinlich den ,,biischeltragenden* 
Porenapparaten, wie sie von HAUPTFLEISCH und SCHRÖDER für einige 
Arten dieser Gattung abgebildet werden. Wir vermuten auch einen Zu- 
sammenhang mit den nach LUTKEMULLER (1902, S. 403) bei Xanthidium 
armatum und einigen anderen Arten hin und wieder auftretenden fädi- 
gen Fortsätzen der Porenapparate. LÜTKEMÜLLER nimmt an, daß es 
sich dabei um Porenfäden handelt, die durch das Endknöpfchen hin- 
durchgewachsen sind. 

16* 
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Abb. 1. Pleurotaenium trabecula. Verteilung der Poren in der Zellwand. Totes Objekt im 
Phasenkontrast. Vergr. 100, auf 300 nachvergr. 


Abb. 2. Pleurotaenium trabecula. Porenapparate in der Zellwand nach Färbung mit Nil- 
blau. Vergr. 380, auf 760 nachvergr. 


Abb. 3—8. Legenden nebenstehend 
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Die ‚Stäbchen‘ können allerdings, wie bei Hyalotheca, auch den 
Grenzflächen der Gallertprismen entsprechen, da diese im elektronen- 
mikroskopischen Bild manchmal deutlich hervortreten (Abb. 18). Dabei 
ist zu berücksichtigen, daß die zur Färbung der ‚Stäbchen‘ benutzten 
Farbstoffe eine Entquellung der Gallerte bedingen (zuletzt KINZEL 1953), 
so daß Verschiebungen der Strukturen möglich sind. 


3. Elektronenmikroskopische Untersuehungen der Porenapparate 
von Micrasterias 

Elektronenmikroskopische Aufsichtsbilder der Poren von Micraste- 
rias rotata befinden sich bereits in der vorhergehenden Mitteilung (DrA- 
WERT u. METZNER-KÜSTER 1961, Abb. 1 und 2). Einen Längsschnitt 
durch eine Pore ohne Porenapparat gibt Abb. 9 wieder. In den Auf- 
sichtsbildern haben wir einen Porendurchmesser von 130—180 mu ge- 
messen, in guter Übereinstimmung damit hat die in Abb. 9 dargestellte 
Pore eine durchschnittliche Weite von 140 mu. Über der Zellwand er- 
kennt man zart angedeutet eine feinfaserige Struktur der Hüllgallerte. 

Bei unbehandelten Zellwänden bleibt der Porenapparat im allge- 
meinen in der Pore stecken (Abb. 10—14). In Abb. 10 sind vier ange- 
schnittene Porenapparate zu sehen, von denen drei die Porenzwiebel deut- 
lich erkennen lassen. Diese ist nicht direkt in das Plasma eingebettet, 
sondern von einem besonderen Hof umgeben, den wir als ,,Gallerthof 
der Porenzwiebel‘‘ bezeichnen wollen. Es liegt ein Schrägschnitt durch 
die Zellwand vor, bei dem die Endknöpfchen abgeschnitten worden 
sind. Über der Zellwand ist wieder die feinfaserige Struktur der Hüll- 
gallerte vorhanden. Abb. 11—13 zeigen Längsschnitte durch einen 
vollständigen Porenapparat. Die trichter- oder becherartige Form des 
Endknôpfchens ist, entsprechend der lichtmikroskopischen Aufnahme 
in Abb.5, gut zu sehen. Aus Abb. 11 geht besonders deutlich her- 
vor, daß das Endknöpfchen in die Hüllgallerte ,,ausfasert“‘. In Abb. 14 
sind nur die becherförmigen Endknôpfchen angeschnitten. Bei einer 
Kombination der Bilder 11—14 erkennt man, daß der Porenapparat ein 
Abb. 3. Pleurotaenium trabecula. Porenapparate in der Zellwand einer jungen Zellhälfte 

mit Gallerthülle nach Färbung mit Methylviolett. Vergr. 610, auf 1220 nachvergr. 


Abb. 4. Micrasterias rotata. Porenapparate am Ende eines Polarlappens nach Färbung 
mit Methylviolett. Vergr. 610, auf 1220 nachvergr. 


Abb. 5. Micrasterias rotata. Die sich nach oben trichterförmig erweiternden Endknöpfchen 
der Porenapparate. In der Aufnahme durch Druck des Deckglases zur Seite gedrückt. 
Färbung mit Methylviolett. Vergr. 610, auf 1220 nachvergr. 


Abb. 6. Pleurotaenium trabecula. Porenapparate in Aufsicht auf die Endknöpfchen. Fär- 
bung mit Rutheniumrot. Aufnahme im Phasenkontrast. Vergr. 380, auf 760 nachvergr. 


Abb. 7. Micrasterias rotata. ,,Stäbchenstruktur‘ in der Hüllgallerte am Zellrand nach 
Färbung mit Nilblau. Vergr. 520, auf 1040 nachvergr. 


Abb. 8. Wie Abb. 7 aber aus der Zellmitte in Aufsicht. Vergr. 340, auf 680 nachvergr. 





242 Horst DRAWERT und MARIANNE Mix: 





Abb. 9. Micrasterias rotata. Längsschnitt durch eine Zellwandpore ohne Porenapparat. 
Über der Zellwand ist die feinfaserige Struktur der Gallerthülle zart angedeutet. 
Vergr. 15000, auf 22500 nachvergr. 


Abb. 10. Micrasterias rotata. Schnitt durch die Zellwand mit vier angeschnittenen Poren- 
apparaten. Als elektronendichtes Gebilde hebt sich die Porenzwiebel deutlich ab. Jede 
Porenzwiebel ist von einem Gallerthof umgeben. Vergr. 7500, auf 11250 nachvergr. 


Abb. 11—15. Legenden nebenstehend 
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röhrenförmiges Gebilde ist, das zum Plasma hin durch die Porenzwiebel 
ventilartig verschlossen wird. 

In Flächenschnitten durch die Zellen im Bereich der Zellwand sind 
dicht unter der Wand die Gallerthöfe der Porenzwiebe! sichtbar 
(Abb. 15). Dicht über der Wand geht der Schnitt durch die Hüllgallerte, 
die Endknôpfchen der Porenapparate werden quer getroffen (Abb. 16). 
Sie zeigen eine Zonierung, die bei stärkerer Vergrößerung deutlicher her- 
vortritt (Abb. 17). In der Mitte befindet sich ein Porenkanal, der von 
einem substanzdichteren Mantel umgeben wird. Er ist nach außen 
scharf gegen eine dichtfaserige Hülle abgegrenzt, die wiederum in eine 
sehr lockerfaserig strukturierte Schieht übergeht. Diese Struktur in 
den beiden äußeren Schichten zeigt bevorzugt eine radiale Orientierung. 

Bei einem Vergleich der Hüllgallerten von Micrasterias und Hyalo- 
theca (DRAWERT u. METZNER-KÜSTER 1961, Abb. 31 und 32) fällt auf, 
daß in den bisher gebrachten Aufnahmen von Micrasterias die für 
Hyalotheca so charakteristischen Begrenzungen zwischen den Gallert- 
prismen fehlen; nur in Abb. 10 sieht man davon Andeutungen. Das 
kann damit zusammenhängen, daß die Hüllgallerte von Micrasterias nie 
die Mächtigkeit der von Hyalotheca erreicht. Die Gallertprismen üben 
keinen so starken Druck aufeinander aus wie es bei Hyalotheca wohl 
der Fall ist. Aus Abb. 18 geht aber hervor, daß auch bei Micrasterias 
die Grenzflächen der Gallertprismen im elektronenmikroskopischen Bild 
stärker hervortreten können. Bei Micrasterias lösen sich die Gallert- 
prismen viel leichter ab als bei Hyalotheca (vgl. S. 248), so daß nicht 
mit Sicherheit gesagt werden kann, ob in den Abb. 16 und 17 die End- 
knöpfchen der Porenapparate wirklich noch in Verbindung mit der Zell- 
wand stehen. 


4. Liehtmikroskopische Untersuchungen zur Gallert- 
und Schleimausscheidung 


OLTMANNS (1922, S. 111) betont, daß es unbekannt ist, wie oft die 
Gallerthülle erneuert werden kann; „vermutlich kann sich der Vorgang 


Abb. 11. Micrasterias rotata. Längsschnitt durch einen vollständigen Porenapparat mit 

Porenzwiebel und Gallerthof, anschließend der röhrenförmige Porenfaden, der sich nach 

außen in das Endknöpfchen erweitert. Das Endknöpfchen geht mit Fasern in die Hüll- 
gallerte über. Vergr. 15000, auf 22500 nachvergr. 


Abb. 12. Wie Abb. 11. Medianer Längsschnitt durch den Porenapparat, der gut die Trich- 
ter- oder Becherform des Endknöpfchens zeigt (vgl. Abb. 5). Vergr. 15000, auf 22500 
nachvergr. 

Abb. 13. Micrasterias rotata. In der Zellwand steckender Porenapparat. Vergr. 15000, 
auf 22500 nachvergr. 


Abb. 14. Micrasterias rotata. Schnitt durch die becherartigen Endknöpfchen zweier Poren- 
apparate nach KMnO,-Fixierung. Vergr. 7500, auf 11250 nachvergr. 
Abb. 15. Micrasterias rotata. Flächenschnitt dicht unter der Zellwand mit Gallerthöfen 
der Porenzwiebeln im Plasma. In der rechten oberen Hälfte ein Chondriosom. 
Vergr. 7500, auf 11250 nachvergr. 
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einige Male wiederholen“, und KRIEGER (1937, S. 14) schreibt, daß in 
Kulturen häufig die Gallertausscheidung nach einiger Zeit eingestellt 






à . 
a 7 $s PER er. 
Abb. 16. Micrasterias rotata. Flächenschnitt dicht über der Zellwand durch die Hüllgallerte. 
Die Endknöpfchen der Porenapparate sind quer getroffen. 
Struktur. 


Die Gallerte zeigt eine faserige 
Micrasterias rotata. 


Vergr. 7500, auf 11250 nachvergr. 
Abb. 17. Querschnitt durch die Endknöpfchen zweier Porenapparate. 
Die Endknöpfchen zeigen eine deutliche Zonierung. Vergr. 15000, auf 30000 nachvergr. 
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Abb. 18. Micrasterias rotata. Schnitt 
durch die Hüllgallerte mit quer getrof- 
fenen Endknöpfchen und hervortretenden 
Grenzflächen zwischen den einzelnen 
Gallertprismen. Vergr. 7500 


Abb. 19. Micrasterias rotata. Von der 
Oberfläche der Zelle abgedrückte Gallert- 
prismen bilden um die Zelle einen ,, Gallert- 
mantel“. Vergr. 85, auf 170 nachvergr. 


Abb. 20. Micrasterias rotata. Granula 

= abgerissene Endknöpfchen der Poren- 

apparate in dem ,, Gallertmantel‘. Phasen- 

kontrastaufnahme. Vergr. 380, auf 760 
nachvergr. 
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Abb. 21. Micrasterias rotata. Zelle in einer Tuschesuspension. Durch den Deckglasdruck 
ist die Prismengallerte von der Breitseite der Zelle abgedriickt und bildet einen breiten 
„Gallertmantel‘ (vgl. Abb. 19). An der Peripherie des dünner auslaufenden Zellenrandes 
ist die Prismengallerte noch als zusammenhängender Saum erhalten. 
Vergr. 240, auf 480 nachvergr. 


Abb. 22. Micrasterias rotata. Isolierte Gallertprismen in einer Tuschesuspension. Durch 

Fortfall des gegenseitigen Druckes haben sich die Gallertprismen abgerundet. Das ab- 

gerissene Endknöpfchen des Porenapparates ist als dunkler Punkt in der Mitte der Kugeln 
zu erkennen. Vergr. 240, auf 480 nachvergr. 


Abb. 23. Pleurotaenium trabecula in einer Tuschesuspension. An der jüngeren Zellhälfte 
(rechts) ist noch eine geschlossene Gallerthülle zu erkennen. Von der älteren Hälfte haben 
sich die Gallertprismen abgelöst. Vergr. 150, auf 375 nachvergr. 


Abb. 24—26. Legenden nebenstehend 
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wird. Wirklich klare Angaben konnten wir über diesen Punkt in der 
Literatur nicht finden. 

Bei der Beobachtung von Micrasterias im Phasenkontrast kann man 
vielfach um die Zelle einen breiteren ‚Gallertmantel‘‘ (Abb. 19) er- 
kennen, der in recht konstänten Abständen Granula enthält (Abb. 20). 
Das führte uns zunächst in Zusammenhang mit der Vorstellung von 
Kregs (vgl S. 237) zu der Vermutung, daß Gallertgranula durch die 
Poren ausgeschieden werden, die im Außenmedium verquellen. Manch- 
mal sieht man im mikroskopischen Präparat solche Granula scheinbar 
aus der Zelle herausschießen, die sich dann ganz regelmäßig einordnen. 
Dabei handelt es sich aber um eine Täuschung. Durch den Druck des 
Deckglases auf die Zelle werden die Gallertprismen von der Oberfläche 
der Zelle abgedrückt und regelrecht abgeschnippt. An der Peripherie 
des dünner auslaufenden Zellrandes bleibt die Gallerthülle noch als 
Saum erhalten, wie man in Tuschepräparaten gut erkennen kann 
(Abb. 21). Die isolierten Gallertprismen können, da sie sich nach Auf- 
hebung des gegenseitigen Druckes abrunden, als Kügelchen in der 
Tuschesuspension schwimmen (Abb. 22). In ihnen kann man eine Zonie- 
rung erkennen, wie sie auch das elektronenmikroskopische Bild zeigt 
(Abb. 17). Der dunkle Punkt ist der innere, dichtere Teil des abge- 
rissenen Endknöpfchens des Porenapparates mit Porenkanal. Dann 
folgt eine hellere Zone, die der äußeren ,,faserigen‘‘ des Endknöpfchens 
entsprechen dürfte, und daran schließt sich die stark hydratisierte peri- 
phere Zone an. 

Das Abspringen der Gallertprismen läßt sich auch bei Pleurotaenium 
trabecula beobachten. Durch den Deckglasdruck werden zunächst nur 
die Gallertprismen der älteren Hälfte abgedrückt (Abb. 25). Mit einer 
Tuschesuspension kann nachgewiesen werden, daß die jüngere Zellhälfte 
tatsächlich noch eine geschlossene Gallerthülle besitzt, während die 
Gallertprismen der älteren Hälfte als isolierte Gallertkugeln in der 
Tusche schwimmen (Abb. 23). Werden auch die Gallertprismen der 
jüngeren Zellhälfte isoliert, so ist deutlich ein Größenunterschied zwi- 
schen den Endknöpfchen der Porenapparate zu erkennen (Abb. 26). 

Man nahm bisher bei den jüngeren Zellhälften kleinere Poren an als bei den 
älteren und vermutete, daß sich die Poren nachträglich vergrößern. Dies ist aber 
bei der Struktur und der Art und Weise der Bildung der Desmidiaceen-Zellwand 


schwer vorstellbar. Sehr wahrscheinlich werden die Poren gleich mit ihrer end- 
gültigen Weite angelegt, nur wird der in diesen Poren steckende Porenapparat 


Abb. 24. Pleurotaenium trabecula in einer Tuschesuspension. Nach Abwurf der Hüll- 
gallerte bleiben an den Zellpolen Gallertkappen erhalten. Vergr. 240, auf 480 nachvergr. 
Abb. 25. Pleurotaenium trabecula mit abgedrückten Gallertprismen von der älteren Zell- 
hälfte (rechts). Phasenkontrastaufnahme. Vergr. 100, auf 300 nachvergr. 
Abb. 26. Pleurotaenium trabecula mit abgedrückten Gallertprismen. In der jüngeren Zell- 
hälfte (links) sind die abgerissenen Endknöpfchen der Porenapparate noch kleiner als in 
der älteren. Phasenkontrastaufnahme. Vergr. 100, auf 300 nachvergr. 
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und besonders sein Endknöpfchen zunächst noch kleiner sein, so daß kleinere 
Poren vorgetäuscht werden. 


Merkwürdigerweise bleibt bei Pleurotaenium die Gallerthülle an den 
Enden der Zelle immer erhalten, so daß die Zellen nach Abwurf der 
übrigen Hüllgallerte zwei polare Gallertkappen besitzen (Abb. 24). Hier 
muß die Verbindung des Porenapparates mit der Zellwand fester sein. 
Ob diese Erscheinung etwas mit dem Ausscheiden der Bewegungsgallerte 
an den Zellpolen zu tun hat, bleibt noch zu untersuchen. 

Bedeutend fester sitzen die Gallertprismen der Hülle von Hyalotheca. 
Nur in seltenen Fällen — meist bei Einzellen — sind isolierte Gallert- 
prismen, die sich kugelig abgerundet haben, zu beobachten (Abb. 27). 
Sehr wahrscheinlich sind es nur die Gallertprismen über der Querwand 
(vgl. DRAWERT u. METZNER-KÜSTER 1961, S. 221), die sich ablösen. 
Man kann auch hier wieder deutlich die Zonierung in den Gallert- 
kugeln erkennen. Während in den isolierten, abgerundeten Gallert- 
prismen von Micrasterias und Pleurotaenium die Endknöpfchen als runder 
Punkt erscheinen und nur bei starker Vergrößerung und entsprechender 
Lage ihre Trichterform erkennen lassen, besitzen die Endknöpfchen in 
den isolierten Gallertprismen von Hyalotheca eine bohnenartig ge- 
krümmte Form (Abb. 27), die bereits bei schwächerer Vergrößerung 
wahrzunehmen ist. 

Beim Ablösen der Hüllgallerte fällt auf, daß das Endknöpfchen des 
Porenapparates immer mit abgerissen wird. Diese Tatsache spricht 
ebenso wie die submikroskopische Struktur des Porenapparates dafür, 
daß die Hüllgallerte nicht durch den Porenkanal ausgeschieden wird. 
Wie es bereits LÜTKEMÜLLER vermutet, sind die Gallertprismen ein Teil 
des Porenapparates. Anders liegen die Verhältnisse bei der Bewegungs- 
gallerte, die aber nur lokal ausgeschieden wird. An diesen bevorzugten 
Orten sind außerdem die Porenapparate häufig größer. Es fragt sich 
also, ob die Porenapparate nicht noch eine andere Funktion haben. In 
diesem Zusammenhang muß auf eine Erscheinung hingewiesen werden, 
die besonders auffällig bei Hyalotheca auftritt und bisher meist über- 
sehen worden ist. 

In Abb. 27 ist außer der Hüllgallerte und den isolierten abgerundeten 
Gallertprismen der Querwände einer Einzelzelle noch ein diffuser 
Schleimhof zu erkennen, den man auch durch Färbung mit Methyl- 
violett und Anwendung des Phasenkontrastes sichtbar machen kann 
(Abb. 28). Am klarsten tritt er in Tuschesuspensionen in Erscheinung 
(Abb. 29). 

KinZEL (1953) beobachtete eine ,,AuBenhiille bei Hyalotheca dis- 
siliens nach Färbung mit Methylenblau, Kongorot oder Muzicarmin. 
Wir vermuten, daß diese Außenhülle dem von uns dargestellten Schleim- 
hof entspricht, doch kann aus den Angaben von KINZEL nicht auf eine 
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absolute Identität geschlossen werden. KInzEL (S. 31) nimmt an, daß 
es sich bei der Außenhülle um eine vom Zellfaden hervorquellende 
Gallertmasse handelt, die offenbar die in spezifischer Weise veränderte 
Scheide (= normale Gallerthülle) darstellt. Der von uns beobachtete 
Schleimhof hat dagegen direkt nichts mit der normalen Gallerthülle 
zu tun; denn diese bleibt, wie aus den Abb. 27—29 hervorgeht, im 
allgemeinen unverändert erhalten. Wenn hin und wieder zusätzlich 
eine schleimige Auflösung der Gallerthülle auftritt (Abb. 30), so handelt 
es sich wahrscheinlich um eine Degenerationserscheinung. Der einzige 
Autor, der nach unseren Kenntnissen den Schleimhof und seine Selb- 
ständigkeit neben der Hüllgallerte erkannt hat, ist ANDREESEN (1909), 
dessen Arbeit auch von KınzEL im Zusammenhang mit der von ihm 
beschriebenen Außenhülle zitiert wird. ANDREESEN beobachtete den 
Schleimhof bei Hyalotheca dissiliens nach Behandlung der Fäden mit 
Diastaselösung und anschließender Übertragung in eine Tuschesuspension. 
Wurden die so behandelten Präparate mit Neutralrot oder Methylen- 
blau gefärbt, so trat eine intensive Schrumpfung ein und dabei stellte 
sich heraus, ,,daB in dieser gequollenen Masse eine Schicht von der ur- 
sprünglichen Breite der Gallerte unverändert deutliche Stäbchenstruktur 
zeigt, so daß also die Quellung nicht auf Kosten der Stäbchen geschehen 
ist“ (S. 410). „Beim Durchsaugen von Wasser ging die geschrumpfte 
Quellmasse, bei der die Schrumpfung nicht zurückging, in Fetzen mit 
davon, so daß die Zelle anscheinend wieder ganz normale Hüllgallerte 
mit Stäbchenstruktur besaß, der man irgendwelchen Verlust infolge der 
vorgenommenen Prozedur nicht ansehen konnte. Welcher Art die bei 
Diastasebehandlung sich zeigende Quellmasse ist, ob sie überhaupt ein 
Quellprodukt der Gallerte ist und nicht etwa aus der Zelle selbst stammt, 
wurde nicht festgestellt. Manches spricht für die zweite Möglichkeit‘ 
(8. 411). 

Nach unseren Beobachtungen kommt nur diese zweite Möglichkeit 
in Frage. Das Nächstliegende wäre natürlich, den Porenkanal des Poren- 
apparates als Ausscheidungsort für den Schleim anzusehen. Wir haben 
allerdings bisher noch keine Anhaltspunkte für eine Fortsetzung des 
Porenkanals im Endknöpfchen durch die darüberliegende Gallerte, d.h. 
durch die stärker hydratisierte Schicht des Porenapparates; im Gegen- 
teil scheint vieles dafür zu sprechen, daß sich der Porenkanal nicht bis 
zur äußeren Grenze der Hüllgallerte fortsetzt. Es ist aber durchaus an- 
zunehmen, daß die wohl stärker hydratisierte äußere Schicht einem 
Schleimdurchtritt keinen allzu großen Widerstand mehr bieten dürfte. 

Wenn wir auch die Abscheidung des Schleimes durch die Poren- 
apparate für das Wahrscheinlichere halten, so muß doch die Möglichkeit 
einer Ausscheidung durch die anderen Zonen der Zellwand mit in Be- 
tracht gezogen werden. Dies könnte allerdings nur durch sehr kleine 
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Abb. 27. Hyalotheca dissiliens. Einzelzelle in einer Tuschesuspension. Um die Zelle ist die 

Gallerthülle mit Stabchenstruktur zu erkennen, darum lagert sich eine diffuse Schleim- 

hiille, in der sich ebenso wie auch außerhalb derselben isolierte, abgerundete Gallertprismen 
von der Querwand befinden. Vergr. 150, auf 300 nachvergr. 


Abb. 28. Hyalotheca dissiliens mit Gallerthülle und Schleimhof. Färbung mit Methyl- 
violett. Phasenkontrastaufnahme. Vergr. 55, auf 110 nachvergr. 


Abb. 29. Wie Abb. 28. aber in einer Tuschesuspension. Vergr. 55, auf 110 nachvergr. 


Abb. 30. Hyalotheca dissiliens mit Schleimhof und beginnender Auflösung der Gallert- 
hülle. Präparat in einer Tuschesuspension. Phasenkontrastaufnahme. 
Vergr. 55, auf 110 nachvergr. 


Abb. 31—33. Legenden nebenstehend 
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Poren geschehen; denn elektronenmikroskopisch haben wir bisher keine 
Poren außer denen für die Porenapparate nachweisen können. 

Die alten Autoren erwähnen allerdings für einige Desmidiaceen neben 
den Porenfäden der Porenapparate noch ‚Fäden von durchaus gleich- 
mäßiger Dicke, welche die äußere Zellhautschicht allein durchqueren‘ 
(LUTKEMULLER 1902, S. 350), und die nach Behandlung der Zellen mit 
basischen Farbstoffen sichtbar werden sollen. Bei den von uns unter- 
suchten Objekten haben wir bis jetzt keine Anhaltspunkte für die Exi- 
stenz solcher Gebilde gefunden. Außerdem ist noch zu berücksichtigen, 
daß es sich dabei nur um Strukturen der äußeren Zellwandschicht han- 
delt, es können also nach den Angaben der Autoren keine Durchbrechungen 
der ganzen Wand vorliegen. Sollte die Zellwand allgemein für den Schleim 
durchlässig sein, so bildet die Gallerthülle erst recht kein Hindernis 
mehr, da sie keine geschlossene Röhre darstellt, sondern aus einzelnen 
Gallertprismen zusammengesetzt ist. Wie aus Abb. 31 zu ersehen ist, 
können bei Hyalotheca ganze Protoplasten durch die Gallerthülle hin- 
durchtreten, ohne daß sich diese dabei stärker verändert. Bei zunehmen- 
dem Deckglasdruck platzen einzelne Zellen des Fadens bevorzugt an der 
Verbindungsstelle der beiden Zellhälften, der Protoplast wird regelrecht 
durch die Gallerthülle hindurchgeschossen und bleibt im Schleimhof 
liegen. In Abb. 31 deutet noch ein zarter dunkler Streifen den Weg des 
Protoplasten durch die Gallerthülle an. 

Wir können bisher noch nicht sagen, ob es sich bei der Schleim- 
abscheidung um einen Vorgang handelt, der auch im natürlichen Milieu 
abläuft oder ob es sich nur um die Folge eines Reizes handelt. AN- 
DREESEN erwähnt die Schleimbildung nur von Zellen, die vorher mit 
Diastaselösung behandelt waren. Wir mußten die Zellen zur Sichtbar- 
machung des Schleims färben oder in eine Tuschesuspension über- 
führen. Es ist durchaus möglich, daß erst durch diese Prozeduren die 
Schleimabscheidung ausgelöst worden ist. Davon abgesehen, muß aber 
die Zelle auf alle Fälle die Fähigkeit zur Schleimbildung und -abscheidung 
besitzen. 

Es bleibt noch zu prüfen, ob es sich bei der Schleimabscheidung um 
eine spezifische Eigenschaft von Hyalotheca handelt. Wie Abb. 32 be- 
legt, ist Pleurotaenium trabecula ebenfalls dazu befähigt. Abweichend 
scheint sich aber Micrasterias rotata zu verhalten. Bei diesem Objekt 


Abb. 31. Hyalotheca dissiliens in einer Tuschesuspension mit zwei durch Deckglasdruck ge- 

platzten Zellen innerhalb des Fadens und einer geplatzten Endzelle. Die Protoplasten sind 

durch die Gallerthülle hindurchgedrückt worden und bleiben im Schleimhof liegen. Phasen- 
kontrastaufnahme. Vergr. 55, auf 110 nachvergr. 


Abb. 32. Pleurotaenium trabecula mit Schleimhof in einer Tuschesuspension. Vergr. 55, 
auf 110 nachvergr. 


Abb. 33. Micrasterias rotata mit Gallertfäden in einer Tuschesuspension. Vergr. 55, auf 
110 nachvergr. 
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konnten wir nie einen zusammenhängenden Schleimhof beobachten. 
Die Kulturen enthalten aber in großer Zahl Gallertfäden, die sich häufig 
beim Verrühren eines Kulturtropfens mit Tusche zur Präparatherstellung 
dicht um die Zellen legen (Abb. 33). Die Gallertfäden entstehen in einer 
derartigen Menge, daß es sich kaum nur um Bewegungsgallerte handeln 
kann. Es scheint auch einiges dafür zu sprechen, daß diese Gallertfäden 
nicht nur an den Enden der polaren Lappen abgeschieden werden wie die 
Bewegungsgallerte ; doch können wir darüber noch keine definitive Aus- 
kunft geben. In diesem Zusammenhang ist es noch von Interesse, daß 
HyGen (1941) bei Micrasterias denticulata eine rasche Ansäuerung des 
Milieus in der nächsten Umgebung der Zellen beobachtet hat und ver- 
mutet, daß dies auf der Ausscheidung schwach saurer Schleim- oder 
Gallertsubstanzen beruhen könnte. 


5. Besprechung der Ergebnisse 


Die licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen bestätigen 
auch für Micrasterias rotata und Pleurotaenium trabecula, daß sich die 
Gallerthülle, wie bei Hyalotheca dissiliens, aus einzelnen Gallertprismen 
zusammensetzt, die ihren Ausgang von den sogenannten Porenapparaten 
nehmen. 

Die in der Literatur immer wieder anzutreffenden Angaben, daß sich besonders 
bei Zellen aus Kulturen keine Gallerthülle nachweisen läßt (zuletzt CHARDARD 
u. RouILLER 1957), ist wohl darauf zurückzuführen, daß sich die Gallertprismen, 
vor allem bei Micrasterias, sehr leicht absprengen lassen. Dazu genügt unter Um- 
ständen schon der Druck des Deckglases. Die von CHARDARD u. ROUILLER unter- 
suchten M. papillifera-Zellen müssen entgegen der Meinung der Autoren noch 
eine Gallerthülle gehabt haben. Das geht aus der von ihnen gebrachten elek- 
tronenmikroskopischen Aufnahme hervor. Der dort (Abb. 1) dargestellte Poren- 
apparat besitzt noch ein Endknöpfchen. Da es sich bei der Hüllgallerte um eine 
Verquellung des Endknöpfchens handelt, dürfen Zellen ohne Hüllgallerte auch 
keine Endknöpfchen mehr besitzen. 

Die Porenapparate stecken wie Nieten in der Zellwand. Für Micra- 
sterias kann der von LÜTKEMÜLLER postulierte Bau der Porenapparate 
elektronenmikroskopisch im wesentlichen bestätigt werden. Aus den 
Aufnahmen ergibt sich das in Abb. 34 skizzierte Schema. In der Zell- 
wandpore steckt der ,,Porenfaden“, der ein röhrenförmiges Gebilde dar- 
stellt und sich nach außen becherförmig zum ,,Endknépfchen“ erweitert. 
Nach innen wird der Porenkanal des Porenfadens durch die ,,Poren- 
zwiebel‘‘ abgeschlossen. Die Porenzwiebel hat die Gestalt eines Polster- 
nagels, der mit seinem Stift in den Porenkanal ragt. Eine engere Ver- 
bindung zwischen Porenfaden und Porenzwiebel scheint nicht zu be- 
stehen, sondern die Porenzwiebel sitzt in dem Porenkanal wie das Ver- 
schlußstück eines Waschbeckens in der Abflußöffnung. Das Endknöpf- 
chen verquillt an seiner Peripherie zur ,,Prismengallerte“ und läßt 
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deutlich drei Zonen erkennen. Dieselbe Verquellung und Zonierung zeigt 
auch die Porenzwiebel, die so nach innen einen Gallerthof bildet. Diesen 
Gallerthof der Porenzwiebel haben ohne Zweifel auch CHARDARD u. 
Rover (1957) in ihren elektronenmikroskopischen Aufnahmen ge- 
sehen; denn sie erwähnen, daß unter der Mündung des Porenapparates 
eine Loslösung des Plasmas von der Zellwand zu bemerken ist, so daß 
ein linsenförmiger, leerer Raum ausgespart wird. 

Aus dem elektronenmikroskopischen Bild geht wohl einwandfrei her- 
vor, daß es sich bei den Gallertprismen nicht um ein Ausscheidungs- 
produkt durch den Porenapparat handeln kann, sondern nur um die stärker 
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Abb. 34. Micrasterias rotata. Der sich aus den elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
ergebende Bau des Porenapparates. Näheres siehe Text 


hydratisierte periphere Schicht des Endknöpfchens, die in dem Gallerthof 
der Porenzwiebel ihr Gegenstück nach innen besitzt. Wie es bereits von 
LÜTKEMÜLLER (vgl. S. 238) vermutet worden ist, sind Porenapparat und 
Gallertprisma ein Gebilde. 

Bei Micrasterias rotata und Pleurotaenium trabecula lassen sich Gallert- 
prismen mit Endknöpfchen relativ leicht von der Zellwand absprengen, 
während das bei Hyalotheca dissiliens nur wesentlich schwerer möglich 
ist. Ob die abgesprengten Gallertprismen wieder ersetzt werden können, 
entzjeht sich noch unserer Kenntnis. 

Ferner muß auch die Frage offenbleiben, ob sich der Porenkanal 
durch die stark hydratisierte Schicht bis nach außen fortsetzt (Abb. 34a) 
oder in ihr blind endet (Abb. 34b). 

Auf Grund der beobachteten Schleimausscheidung bei Hyalotheca 
und Pleurotaenium, sowie der Bildung von Gallertfäden bei Micrasterias 
ist es sehr naheliegend, in den Porenapparaten Ausscheidungsorgane zu 
sehen; schon der bei einigen Desmidiaceen vorhandene besondere Bau 
der Porenapparate an den Orten der Ausscheidung von Bewegungs- 
gallerte spricht dafür. Andererseits könnte man aber in den Poren- 
apparaten auch eine Schutzeinrichtung gegen Austrocknung der Zellen 
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sehen. Im gequollenen Zustand ware ein Wasserdurchtritt in beiden 
Richtungen leicht möglich, bei einer Entquellung werden die relativ 
großen Poren in der Membran verschlossen. Es wäre dann besser, statt 
von einem ,,Porenapparat‘ von einem ,,Gallertpfropfen“ zu sprechen. 
Doch können wir vorläufig über die Funktion nur Vermutungen äußern. 

Die Ausscheidung von Schleim, Gallertfäden und Bewegungsgallerte 
ist aber eine Tatsache, die zur Voraussetzung hat, daß irgendwo in der 





Abb. 35. Micrasterias rotata. Chondriosomen unter der Zellwand im Bereich der Gallert- 
höfe der Porenzwiebeln. Vergr. 7500, auf 11250 nachvergr. 


Zelle Schleim und Gallerte bzw. deren Vorstufen gebildet werden müssen. 
Es bleibt daher zu prüfen, ob die elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
irgendwelche Anhaltspunkte dafür bieten. Wir möchten ausdrücklich 
betonen, daß es sich bei den folgenden Ausführungen um reine Speku- 
lationen handelt; denn es ist äußerst schwierig, nur aus dem elektronen- 
mikroskopischen Bild Zuordnungen zu treffen und auf Funktionen zu 
schließen. In diesem Bereich versagt aber bisher noch die Beobachtung 
an der lebenden Zelle, so daß wir uns auf das Glatteis der Deutung elek- 
tronenmikroskopischer Bilder begeben müssen, ohne unser Auge durch 
die Beobachtung der lebenden Zelle vorher geschärft zu haben. 
Zunächst ist es auffallend, daß häufig unter der Zellwand im Bereich 
des Gallerthofes der Porenzwiebel Chondriosomen anzutreffen sind 
(Abb. 35). Ferner findet man im Cytoplasma Gebilde, die wir auf 


Abb. 36. Micrasterias rotata. Schleimartige Strukturen im Cytoplasma, in der unteren 
Hälfte ein Chondriosom. Vergr. 7500, auf 22500 nachvergr. 


Abb. 37. Micrasterias rotata. Schleimartige Strukturen im Cytoplasma in der Umgebung 
von drei Chondriosomen. Vergr. 7500, auf 22500 nachvergr. 
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Abb. 38. Micrasterias rotata. Schleimartige Strukturen, die in direktem Zusammenhang 
mit einem Chondriosom zu stehen scheinen. Vergr. 7500, auf 22500 nachvergr. 
Abb. 39. Micrasterias rotata. Golgiapparat an der Peripherie des Chloroplasten. 
Vergr. 15000, auf 45000 nachvergr. 
Abb. 40. Micrasterias rotata. Schrägschnitt durch einen Golgiapparat mit Golgifeld. In 
der Umgebung des Golgifeldes ,,Schleimstrukturen‘. Vergr. 7500, auf 11250 nachvergr. 
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Grund ihrer Struktur fiir Gallerte oder Schleim halten méchten. Sie 
stellen entweder blasenartige Körper mit einer dichteren Peripherie, die 
faserig ausstrahlt, dar (Abb. 36 
und 37) oder zeigen nur eine 
faserige Struktur (Abb. 37, 41 
und 42). Im letzten Fall 
handelt es sich wahrscheinlich 
um Schnitte durch die faserige 
Peripherie der in Abb. 36 
wiedergegebenen Einschlüsse. 
Diese Gebilde befinden sich oft 
inder Nähe vonChondriosomen 
(Abb. 37 und 38), so daß man 
geneigt ist, beides in einen 
Zusammenhang zu bringen. 


Genausogut kann man aber 
auch auf Grund der Lage- 
verhältnisse eine Beziehung 
der als Schleimstrukturen an- 
gesprochenen Gebilde zu den 
Golgiapparaten sehen. 


Entsprechend den Angaben 
von CHARDARD u. ROUILLER (1957) 
für Micrasterias papillifera setzt 
sich auch bei M. rotata der Golgi- 
apparat aus Doppellamellen zu- 
sammen, die flache Kapseln dar- 
stellen (Abb. 39), wie sie von HEITz 
(1958) für die Golgiapparate der 
Mooszellen beschrieben werden. 
Jeder Golgiapparat baut sich aus 
durchschnittlich sieben solcher 
Doppellamellen auf. An der Peri- 
pherie gehen die flachen Kapseln in 
einzélnie Bläschen über (,,Golgi- 
vacuolen“, vgl. PERNER 1958, bes- 
ser „Golgibläschen‘, vgl. SCHNEPF 
1960). Besonders an den polaren 
Enden der schwach gekrümmten 
Golgiapparate werden auf diese 
Weise stark osmiophile Golgi- 
felder (vgl. PERNER 1958) gebildet 


Abb. 41. Micrasterias rotata. Drei 
Golgiapparate an der Peripherie des 
Chloroplasten mit Golgifeldern. In 
unmitteibarer Nähe der Golgiapparate 
„Schleimstrukturen‘. Vergr. 7500, 
auf 18750 nachvergr. 
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Abb. 42. Micrasterias rotata. „Schleimstrukturen‘‘ zwischen Chondriosomen in der Nähe 
der mit Poren versehenen Kernmembran. Vergr. 7500, auf 22500 nachvergr. 
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(Abb. 40 und 41). In Übereinstimmung mit CHARDARD u. ROUILLER (1957) 
haben auch wir die Golgiapparate meist in unmittelbarer Nachbarschaft der 
Chloroplasten beobachtet (z. B. Abb. 39 und 41), was aber nur durch die Raum- 
verhältnisse in der Micrasterias-Zelle bedingt sein könnte. 

Aus den Abb. 39—41 geht hervor, daß sich die als Schleimstrukturen 
angesprochenen Gebilde auch in der Nähe der Golgiapparate gehäuft 
befinden. In Parallele zu den Ausführungen von SCHNEPF (1960) über 
den möglichen Zusammenhang der Sekretbildung in den Drüsen von 
Drosophyllum mit dem Golgisystem könnte man auch bei den Des- 
midiaceen an dessen Beteiligung bei der Schleimbildung denken. 

Wie vorsichtig man aber bei der Postulierung funktioneller Beziehun- 
gen allein aus der Lage von Organellen und Strukturen im elektronen- 
mikroskopischen Bild sein muß, zeigt Abb. 42. Hier sieht man die als 
Schleimstrukturen angesprochenen Gebilde auch in unmittelbarer Nähe 
der mit Poren durchsetzten Kernmembran, auf die in einer folgenden 
Mitteilung näher eingegangen wird. Es dürfte allerdings nach unseren 
bisherigen Kenntnissen kaum ein direkter Zusammenhang zwischen 
Zellkern und Schleimbildung bestehen. Dazu muß nochmals betont 
werden, daß wir außer einer gewissen strukturellen Ähnlichkeit der 
schleimartigen Gebilde mit dem Gallerthof der Porenzwiebel nicht die 
geringsten Beweise in Händen haben, daß es sich dabei wirklich um 
Schleim handelt. 

Am wahrscheinlichsten scheint uns eine Beteiligung der Golgiapparate 
an der Schleimbildung. Die dazu notwendigen Kohlenhydrate könnte 
der Chloroplast liefern. Vielleicht steht damit die auffällige Lage der 
Golgiapparate in unmittelbarer Nähe der Chloroplasten in Beziehung. 
Den Transport des Schleimes bis zur Zellwand wird wohl die bei den 
Desmidiaceen im allgemeinen sehr lebhafte Plasmaströmung besorgen. 
Den Chondriosomen könnte vielleicht eine Bedeutung für die Sezernie- 
rung des Schleimes durch die Zellwand zukommen. 


; Zusammenfassung 

Die mosaikartige Zusammensetzung der Hiillgallerte aus einzelnen 
GaHertprismen kann für Micrasterias rotata und Pleurotaenium trabecula 
lichtmikroskopisch und fir Micrasterias auch elektronenmikroskopisch 
entsprechend den Befunden an Hyalotheca dissiliens bestätigt werden. 

Durch Druck können die Gallertprismen von der Zellwand abge- 
sprengt und einzeln isoliert werden. Sie zeigen dann in Tuschepräparaten 
eine deutliche Zonierung. Der innerste Teil wird vom abgerissenen End- 
knöpfchen des Porenapparates eingenommen. 

Elektronenmikroskopisch kann an Micrasterias rotata der von LÜTKE- 
MÜLLER (1902) postulierte Bau der Porenapparate im wesentlichen be- 
wiesen werden. 
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Die Prismengallerte wird nicht von den Porenapparaten ausge- 
schieden, sondern ist ein Teil derselben, wie es bereits von LÜTKE- 
MÜLLER vermutet worden ist. Sie stellt die stärker hydratisierte äußere 
Schicht des Endknôpfchens der Porenapparate dar. 

Die Porenzwiebel besitzt einen den Gallertprismen der Endknépfcher. 
entsprechenden stärker hydratisierten Gallerthof, der in das Cytoplasma 
hineinragt. 

Hyalotheca dissiliens und Pleurotaenium trabecula scheiden allseitig 
einen dünnflüssigen Schleim ab, Micrasterias rotata dagegen Gallert- 
fäden. Es wird vermutet, daß die Porenapparate die Orte dieser Schleim- 
bzw. Gallertabscheidung sind. Den Porenapparaten kann aber auch eine 
Bedeutung als Schutzeinrichtung gegen das Austrocknen der Zellen zu- 
kommen. 

Für Micrasterias rotata werden die Golgiapparate abgebildet und 
kurz beschrieben. Auf eine mögliche Beziehung der Golgiapparate zu 
der Schleim- bzw. Gallertbildung wird hingewiesen. 


Frau Dr. InGEBORG METZNER-KÜSTER danken wir für die Anlage der Algen- 
kulturen und für ihre Mitarbeit bei den Untersuchungen, ebenso danken wir 
Fräulein DörRTHE ECKHARDT für ihre Hilfe. Der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft sind wir für die uns gewährten Mittel zu besonderem Dank verpflichtet. 
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und dem Botanischen Institut der Universität Würzburg 


UNTERSUCHUNGEN ÜBER PHOSPHORYLIERUNGSPROZESSE 
BEI DER PHOTOSYNTHESE HÖHERER PFLANZEN (HELODEA) 
UNTER VERWENDUNG VON RADIOAKTIVEM PHOSPHAT 


Von 
GÜNTER WEICHART 
Mit 15 Textabbildungen 
(Eingegangen am 26. September 1960) 


Einleitung 

In der vorliegenden Arbeit sollten einige phosphorylierte organische 
Verbindungen ermittelt werden, die an der Photosynthese von Helodea 
beteiligt sind. Dabei war zu berücksichtigen, daß bei den grünen 
Pflanzen verschiedene durch Licht beeinflußbare Phosphorylierungs- 
Reaktionen ablaufen dürften (Sımonıs 1960, dort weitere Literatur). 
Vier Vorgänge, die im Licht eine Förderung der Bildung organischer 
P-Verbindungen gegenüber Dunkelheit hervorrufen können, lassen sich 
unterscheiden, und zwar: 

1. Die Photosynthese-Phosphorylierung. Sie umfaßt die durch 
photochemische Energie primär in den Chloroplasten bewirkten und an 
isolierten Chloroplasten bei Belichtung nachgewiesenen Phosphorylie- 
rungsprozesse (ARNON u. Mitarb. 1954, 1955, 1956; weitere Literatur 
ARNON 1955, 1959, 1960). 

2. Die Phosphorylierung der bei der CO,-Assimilation auftretenden 
Zwischenprodukte (Calvin-Cyclus; CALVIN 1956). 

3. Die photosensibilisierte Phosphorylierung. Diese von SIMONIS und 
EHRENBERG (1957) an chlorophyllfreiem Gewebe (Haferwurzeln und Hefe) 
wahrscheinlich gemachte lichtabhängige Phosphorylierung hat weder 
substantiell noch energetisch etwas mit der Photosynthese zu tun, 
besteht vielmehr darin, daß gewisse Stoffwechselprozesse durch Licht 
gefördert werden (vgl. Gorpon und Surrey 1958; Sımonıs 1960). Der 
Energiebedarf wird dabei durch Glykolyse und Atmungsvorgänge gedeckt. 

4. Die bei Belichtung auftretende Erhöhung der Phosphataufnahme 
(vgl. BRAUNER 1956; Prrson und KuxL 1958). 

Von diesen 4 Vorgängen, die wahrscheinlich alle ineinandergreifen, 
stehen offenbar nur die beiden ersten unmittelbar mit der Photosynthese 
in Zusammenhang. Die beiden anderen werden wahrscheinlich entweder 
dadurch verursacht, daß die Aktivität von Fermenten sowie die Viscosi- 
tät und die Permeabilität des Plasmas durch Licht verändert werden 


Phosphorylierungsprozesse bei der Photosynthese héherer Pflanzen 263 


können, oder dadurch, daß die Photosynthese sekundär die Phosphat- 
aufnahme beeinflußt. Da die Vorgänge 3 und 4 imstande sind, die 
Mengen an phosphorylierten Verbindungen im Licht zu vergrößern, 
kann bei einem Vergleich der im Hellen gebildeten organischen P-Ver- 
bindungen mit den im Dunkeln gebildeten eine unmittelbare Beteiligung 
gewisser P-Verbindungen an der Photosynthese gegebenenfalls nur 
vorgetäuscht werden. Glücklicherweise ist nun die durch den Vorgang 3 
und bei den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen 
auch die durch den Vorgang 4 verursachte Förderung der Phosphory- 
lierung nur geringfügig und klein gegenüber der durch die beiden anderen 
Vorgänge verursachten. Man kann daher hier immer dann eine Aus- 
sage über die Beteiligung einer bestimmten Substanz an der Photo- 
synthese machen, wenn die gefundenen Unterschiede zwischen der 
Phosphorylierung im Hellen und im Dunkeln groß genug sind. 

Benutzt man für die Untersuchung der bei der Photosynthese auf- 
tretenden P-Verbindungen radioaktiven Phosphor (*2P), wie es bei den 
in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Versuchen geschehen ist, so kann 
man zwei verschiedene Verfahren anwenden: 


1. Man führt das radioaktive Phosphat in das Versuchsobjekt (einzellige Algen 
oder Blätter von höheren Pflanzen) ein und wartet so lange, bis das Verhältnis 
%2P zu ®!P in allen Monophosphaten ebensogroß, bei den Diphosphaten doppelt so 
groß, bei den Triphosphaten 3mal so groß ist usw. wie beim anorganischen Ortho- 
phosphat (vgl. S. 269). Erst dann beginnt man mit dem eigentlichen (physiologi- 
schen) Versuch. Auf diese Weise kann man die in den untersuchten Zellen ent- 
haltenen P-Verbindungen durch Messung ihrer Radioaktivität quantitativ bestim- 
men. Dieses Verfahren bietet gegenüber den üblichen chemischen Methoden den 
Vorteil, daß man auch äußerst geringe Substanzmengen, die sonst nicht einmal 
qualitativ nachweisbar wären, sehr genau quantitativ bestimmen kann. 

2. Bei dem zweiten Verfahren wird das radioaktive Phosphat erst 
zu Beginn des Versuchs in das Objekt eingeführt. Unter bestimmten 
Bedingungen (s. S. 269f.) stellt dann die gemessene Radioaktivität ein 
Maß für die während des Versuches neu gebildeten Substanzmengen dar. 
Da auf diese Weise noch äußerst kleine Umsetzungen in den Zellen 
quantitativ verfolgt werden können — die Nachweisgrenze liegt bei 

10° Mol —, wurde in der vorliegenden Arbeit zunächst nur dieses Ver- 
fahren me. 


Die gewonnenen Ergebnisse sind indessen noch nicht völlig sicher, 
weil man mit der Möglichkeit rechnen muß, daß gewisse Substanzen 
erst bei der Abtötung und Extraktion der Versuchspflanzen oder wäh- 
rend der analytischen Auftrennung der Extrakte aus anderen, instabilen 
Zwischenprodukten entstehen (KANDLER 1957; METZNER, SIMON, 
METZNER und CALVIN 1957; Stmonis, Katine und KuEs 1957). Um 
etwaige Fehler, die sich auf diese Weise ergeben kénnten, auszuschlieBen, 
kann man während des Versuchs in die lebenden Zellen einen Hemm- 
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stoff einführen, der vorwiegend die Umsetzung der fraglichen Substanz 
in ihr Folgeprodukt behindert. Bewirkt dieser Hemmstoff in den belich- 
teten Zellen einer grünen Pflanze einen Anstau der betreffenden Sub- 
stanz und gleichzeitig eine Abnahme der Menge ihrer Folgeprodukte, 
so stellt diese Substanz mit großer Wahrscheinlichkeit ein Zwischen- 
produkt der Photosynthese dar (vgl. Srmonis und WEICHART (2) 1958, 
sowie WEICHART (1) 1959). 


Material und Methode 


A. Anzucht der Versuchspflanzen 


Als Versuchsobjekt diente Helodea densa. Die Pflanzen wurden in Glasaquarien 
kultiviert. Neben dem Tageslicht erhielten sie eine zusätzliche Beleuchtung durch 
einige 60 Watt-Glühfadenlampen, und zwar täglich von 8 bis 20 Uhr. Die Beleuch- 
tungsstärke an der Oberfläche der Aquarien betrug mittags im Winter durchschnitt- 
lich 3000 Lux (davon 2000 Lux Tageslicht), im Sommer durchschnittlich 5000 Lux 
(davon 4000 Lux Tageslicht). 

Die Aquarien waren mit einer Nährlösung nach PALMCRANTZ (1953), die aber 
statt mit destilliertem Wasser unter Verwendung von Leitungswasser hergestellt 
worden war, gefüllt. Jede Woche wurden zwei Drittel der Nährlösung durch 
frische ersetzt. Drei Tage nach dem Wasserwechsel betrug der Gehalt an löslichem 
Phosphat (je nach der in den Aquarien enthaltenen Pflanzenmenge) 4—8 mg PO, 
je Liter. 


B. Vorbereitung des Pflanzenmaterials für den Versuch 


Am Vortage des Versuches wurden gesunde Helodea-Sprosse einem Aquarium 
entnommen und gründlich mit Leitungswasser gewaschen. Dann wurden die 
Blättchen mit einer Pinzette von den Sprossen abgezupft und auf eine Anzahl von 
Bechergläsern (50 ml) gleichmäßig verteilt. In jedes Becherglas kamen etwa 30 Blät- 
ter. (Der P-Gehalt betrug etwa 0,10 mg je Probe.) Die mit Blättern beschickten 
Bechergläser wurden bis zum Beginn des Versuchs 20 Std lang im Dunkeln auf- 
bewahrt. 


©. Einlagerung von radioaktivem Phosphor 


Der radioaktive Phosphor — 3,6 - 10? g ®?P entsprechen 1 Millicurie (mC) — 
wurde als trägerfreie radioaktive Orthophosphorsäure in verdünnter HCl von der 
Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft (Göttingen) bezogen. 
Die gelieferte Lösung wurde mit destilliertem Wasser auf die gewünschte Konzen- 
tration (wenn nicht anders angegeben, 0,08—0,18 mC/10 ml) verdünnt. Die 
fertige Lösung wurde 5 min lang gekocht und anschließend auf Zimmertemperatur 
abgekühlt. 

Zur Einlagerung der radioaktiven Phosphorsäure in die Blätter wurden zwei 
verschiedene Verfahren angewendet. Bei kurzfristiger Einlagerung von einigen 
Sekunden wurden die für die Versuche vorbereiteten Blätter in zylindrische Glas- 
gefäße gebracht, die oben offen waren und unten einen gelochten Boden besaßen 
(Höhe 70 mm, Außendurchmesser 24mm). Diese Gefäße wurden zuerst in die 
Lösung von radioaktiver Phosphorsäure (5 ml), die sich in Bechergläsern (25 ml) 
befand, eingetaucht. Nach Beendigung der Einlagerung wurden die Gefäße mit 
den Blättern aus der Lösung herausgenommen und nacheinander in mehrere mit 
destilliertem Wasser gefüllte Bechergläser getaucht, um die Blätter und Gläser 


‚ 


von äußerlich anhaftendem ®PO’;’ zu befreien. 
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Bei länger dauernder Einlagerung wurde eine besondere Apparatur benutzt, die 
in Abb. 1 im Aufriß dargestellt ist. Zunächst wurden die für den Versuch vor- 
bereiteten Blätter — ebenso wie oben — in Glasgefäße mit gelochtem Boden 
gebracht (Höhe 95 mm, Außendurchmesser 35 mm). Diese wurden in den zylin- 
drischen Raum A hineingestellt, auf dessen Boden ein Glasstab lag, der das Zu- und 
Abfließen der Flüssigkeit erleichtern sollte. Die radioaktive Lösung (15 oder 
20 ml) wurde aus dem Ansatzgefäß B durch Betätigen des Dreiwegehahnes C von 
unten her in den Raum A eingelassen und nach Beendigung der Einlagerung durch 
das Rohr D abgelassen. Dann wurden das Einlagerungsgefäß und die darin be- 
findlichen Blätter mehrfach mit destilliertem Wasser gespült, das durch das 
Ansatzrohr E dem Raum A zugeführt werden 
konnte. Während des Einlagerns und Spülens wurde 
die im Raum A befindliche Flüssigkeit von einem 
Gasstrom, der durch das unten zugespitzte Glas- 
rohr F eingeblasen wurde, in ständiger Bewegung 
gehalten. Der kleine Schornstein G diente zum 
Abzug des Gases. 

Bei den Hellversuchen wurde das Einlagerungs- 
gefäß von unten her durch eine Mikroskopierlampe 
(6 Volt, 5 Amp.) oder durch eine 500 Watt-Lampe 
beleuchtet. Außerdem erhielten die Hellproben auch 
natürliches Tageslicht. Die Beleuchtungsstärke der 
Blätter lag, wenn nicht anders vermerkt, zwischen 
4000 und 6000 Lux; davon waren 1000 Lux Tages- 
licht. Zum Kühlen der Apparatur wurde ein Ven- 
tilator verwendet. 








Die Hellproben wurden vor der Ein- 
lagerung des PO,’ mit der gleichen Be- 
leuchtungsstärke wie bei der Einlagerung 
selbst 10 min lang vorbelichtet, weil die Abb-1. Einlagerungsapparatur 

SU CARUTLE im Aufriß (etwa */, der natür- 
stationäre Phase der CO,-Assimilation unter- lichen Größe). Näheres im Text 
sucht werden sollte. 





In Vorversuchen wurde die Aufnahme von radioaktiver Phosphorsäure in die 
Blatter aus der Abnahme der Radioaktivität der Einlagerungslésung ermittelt. 

Dabei zeigte sich, daB nach 20 min — länger wurde niemals eingelagert — die 
Radioaktivität der AuBenlésung nur um etwa 6% abnahm und daB zwischen der 
Konzentration der radioaktiven Lösung und der **P-Aufnahme in die Blätter bis 
zu einer Konzentration von etwa 3 mC/10 ml (höhere Konzentrationen wurden 
in kemem Fall verwendet) lineare Abhängigkeit bestand. 

In weiteren Vorversuchen wurde festgestellt, daß die äußerlich an den Blättern 
und an den Glaswandungen haftende Radioaktivität durch 3maliges Spülen mit 
je 25 ml destilliertem Wasser innerhalb von etwa 2 min praktisch vollständig ent- 
fernt werden konnte. Danach fand zwar auch noch eine geringfügige **P-Abgabe 
statt; da diese aber zeitlich fast konstant war, handelte es sich offenbar nicht mehr 
um eine Desorption, sondern um eine Abgabe aus dem Innern der Blätter durch 
Diffusion. Papierchromatographische Untersuchungen zeigten, daß nur Ortho- 
phosphat abgegeben wurde. 


Da bei einigen Versuchen die Proben nach dem Einlagern und Spülen 
bis zum Abtöten verschieden lange in destilliertem Wasser aufbewahrt 
wurden (Nachbehandlung), konnte durch die allmähliche Auswaschung 
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von radioaktivem Orthophosphat eine relative Vermehrung der organi- 
schen ®P-Verbindungen in den Blättern vorgetäuscht werden. Aus die- 
sem Grunde wurde das destillierte Wasser, in dem sich die Proben 
während der Nachbehandlung befanden, gleich zum Extrahieren der 
Blätter benutzt (s. unten). 


D. Abtötung und Extraktion der Blätter 


Nach Beendigung der **P-Einlagerung und Spülung wurden die Blätter, 
gegebenenfalls nach einer gewissen Wartezeit (Nachbehandlung), abgetötet und die 
in ihnen enthaltenen Substanzen extrahiert. Dabei wurde das folgende Verfahren 
angewendet: 

Zur Abtötung wurden die Blätter 2 min lang in 96%igem Äthylalkohol (10 ml 
je Probe) gekocht; dann wurden sie, nach Abgießen des Alkohols, zur Extraktion 
in Reagensgläser überführt und mit je 3 ml Wasser (gegebenenfalls von der Nach- 
behandlung) übergossen. Die Gläser wurden mit Wattestopfen versehen, zur 
Sterilisation 3 min lang im Wasserbad auf 100° C erhitzt und danach 20 Std bei 
7°C im Dunkeln aufbewahrt. Die fertigen Extrakte wurden von den Blättern 
abgegossen; diese wurden mit destilliertem Wasser nachgespült, das dann den 
Extrakten zugefügt wurde. Die geringen Mengen am #P-Verbindungen, die in dem 
zum Abtöten benutzten Alkohol enthalten waren, wurden ebenfalls den Extrakten 
zugefügt (s. unten). 


Wurden Blätter, die mit kochendem Äthanol abgetötet worden waren, 
mit einer wäßrigen ®PO,'-Lösung übergossen und anschließend (wie 
üblich) 5 min lang gekocht, so waren schon nach einigen Stunden sehr 
kleine Mengen organischer ®P-Verbindungen nachweisbar (Tätigkeit 
von Bakterien oder von nichtzerstörten Fermenten der Helodea-Blätter). 
Aus diesem Grunde wurden bei vielen Versuchen der vorliegenden Arbeit 
Blindproben hergestellt. Die gefundenen Blindwerte wurden bei den 
Versuchsergebnissen stets berücksichtigt. 

In einigen Versuchen wurden die Blätter zur Abtötung und gleichzeitigen 


Extraktion mit einer 10%igen wäßrigen Lösung von Trichloressigsäure (TES) 
behandelt. 

Die in den Blättern ungelöst zurückgebliebenen **P-Verbindungen wurden 
nicht näher analysiert. Ihr Anteil an der von den Blättern insgesamt aufgenomme- 
nen *2P-Menge war stets sehr klein; er betrug bei den gewählten kurzen Einlage- 
rungszeiten nur einige Prozent. 


E. Verarbeitung und Analyse der Extrakte 

Zur Analyse der Extrakte wurden zwei verschiedene Verfahren benutzt: 

1. Das Fällungsverfahren, wie von GRUBE (1953) beschrieben. Über Einzel- 
heiten und Genauigkeit des Verfahrens vgl. WEICHART (1) (1959). 

2. Das papierchromatographische Verfahren. 

a) Herstellung der Chromatogramme. Der bei der Abtötung mit Äthanol 
angefallene Alkohol wurde in Kristallisierschälchen (25 ml) in einem heizbaren 
Vakuum-Exsiccator bei etwa 35° C über P,O, in Gegenwart von CHCl, (zum Fern- 
halten von Bakterien) eingedampft. Dann wurden die zu den einzelnen Proben 
gehörenden Wasserextrakte in denselben Kristallisierschälchen eingetrocknet. 


we. — 
, D 
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Der Trockenriickstand wurde mit 0,2 ml destilliertem Wasser aufgenommen. Die 
so gewonnenen Konzentrate, die alle wasserlöslichen **P-Verbindungen enthielten, 
wurden in 2 ml-Röhrchen einpipettiert. Dabei wurde jede Probe in 2 oder 3 Teile 
geteilt, die unter Verwendung von verschiedenen Laufmitteln und Papiersorten 
chromatographisch analysiert wurden (s. unten). Die in den Schälchen zurück- 
bleibenden kleinen Chlorophylimengen wurden verworfen. 

Für die zweidimensionale Chromatographie wurden die Konzentrate in den 
kleinen 2 ml-Röhrchen eingetrocknet. Der Rückstand wurde mit 25 mm? destillier- 
tem Wasser aufgenommen. 

Die TES-Extrakte (0,5—1,0 ml) wurden entweder unverändert gelassen oder 
gleich nach Beendigung der Extraktion, die 10—20 min dauerte, mit NH,-Lösung 
neutralisiert. 

Die fertigen Extrakte wurden mit Hilfe von Mikropipetten (0,1 ml) auf die 
Chromatogrammpapiere quantitativ (in Streifen oder punktförmig) aufgetragen. 

Die Entwicklung der Chromatogramme wurde in einem Kellerraum in Glas- 
kästen bei konstanter Temperatur (Winter 20°C, Sommer 20—22° C) durchgeführt. 
Es wurden nur Durchlaufchromatogramme (absteigend) angefertigt. 

Die hauptsächlich verwendeten Laufmittel, Papiersorten und Laufzeiten waren 
folgende (vgl. auch Kuzs 1958, sowie Sımonıs, Katine und Kuss 1957): 

1. Eindimensional: a) Laufmittel: Athanol—Wasser—Eisessig (ALBAUM 1952), 
800 ml Athanol, 8 ml Eisessig und 0,8 ml In HCl, mit destilliertem Wasser auf 
1 Liter aufgefüllt. Papier: Schleicher & Schüll, Nr. 2045b (ausgewaschen). Lauf- 
zeit: 96 Std. — b) Laufmittel: n-Butanol — Wasser — Eisessig 74:50:19 (Vol.) 
(Benson u. Mitarb. 1950). Papier: Schleicher & Schüll, Nr. 2043b Mgl (ausge- 
waschen). Laufzeit: 72 Std. — c) Laufmittel: Methylglykol—3 n Ammoniak— 
Methyläthylketon 7:3:2 (Vol.) (MoRTIMER 1952). Papier und Laufzeit wie unter 
a oder b. 

2. Zweidimensional: a) 1. Richtung: Wie la; 2. Richtung: wie 1c (Kombina- 
tion A). — b) 1. Richtung: wie 1b; 2. Richtung: wie le (Kombination B). 

Um die Auftrennung der ®P-Verbindungen zu verbessern, wurde den Lauf- 
mitteln stets etwas Ammoniumsalz der Äthylendiamintetraessigsäure (etwa 
10-4 Mol/Liter Lösung) zugegeben. 

b) Auswertung der Chromatogramme. Die fertigen Chromatogramme wurden 
in trockenem Zustand auf Agfa-Röntgenpapier (40x40 cm) zwischen zwei 4 mm 
dicke Glasplatten gelegt und im Dunkeln je nach der Höhe der Startaktivität 
5—20 Tage aufbewahrt. Zur Entwicklung des Photopapiers diente Röntgen- 
Rapid-Entwickler (Agfa). 

x) Qualitative Analyse. Die radioaktiven ®P-Verbindungen, die auf dem 
Photopapier als schwarze Flecke in Erscheinung traten, wurden durch Cochromato- 
graphie identifiziert: Eine gréBere Menge eines radioaktiven Pflanzenextraktes 
wurde auf eine Reihe von kleinen Glaschen (2 ml) verteilt. Dann wurde zu jedem 
Glaschen eine bestimmte authentische Modellsubstanz zugegeben, und zwar fiir 
jeden Startfleck 30—60 mm? einer 0,2% igen wäßrigen Lösung. 

Die Modellsubstanzen stammten von den Firmen: Boehringer (Mannheim), 
Bayer (Leverkusen), Pabst (Milwaukee), Sigma (St. Louis), Serva (Heidelberg) und 
Schwarz (New York). Die Modellsubstanzen wurden in destilliertem Wasser mit 
etwas Kationen-Austauscher (Dowex 50, in der H-Form) geschiittelt (Chromato- 
graphie der Säuren). Dabei gingen auch die schwer löslichen Barium- und Silber- 
salze vollständig in Lösung. 

Die fertigen Chromatogramme wurden mit Molybdat-Reagens (HANES und 
IsHERWOOD 1949) besprüht, 1,5 min lang in einem Trockenschrank auf 85°C 
erhitzt, 5 min mit einer Quecksilberdampf-Lampe bestrahlt und schließlich einige 
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Minuten lang in einer NH,-Atmosphäre aufbewahrt. Neben der blau angefärbten 
Modellsubstanz trat stets nur das anorganische Phosphat als blauer Fleck in 
Erscheinung, das zum kleineren Teil aus der Modellsubstanz, zum größten Teil 
jedoch aus dem benutzten Pflanzenextrakt stammte. Bei allen anderen von dem 
Pflanzenextrakt stammenden Substanzen reichte die vorhandene Menge zur 
Anfärbung nicht aus. Die Lage der Nukleotide wurde meistens durch Betrachten 
der Chromatogramme in UV-Licht bei 260 my ermittelt. Über weitere Identi- 
fizierungen vgl. Kuzs (1958). 

B) Quantitative Analyse. Die Gesamtmenge aller wasserlöslichen ®P-Verbin- 
dungen, die sich auf einem Chromatogramm befand, wurde aus der Startaktivität 
ermittelt, die mit einem Glockenzählrohr gemessen wurde. Die mit Hilfe der 
Autoradiographien sichtbar gemachten Flecke, die jeweils eine, manchmal auch 
zwei oder mehr **P-Verbindungen enthielten, wurden ausgeschnitten, ihre Radio- 
aktivität mit einem Wannenzählrohr (FH 13, von Frieseke & Hoepfner) ausgemes- 
sen und unter Berücksichtigung der Halbwertszeit des **P auf den Versuchsbeginn 
umgerechnet. 


F. Auswertung der Meßergebnisse 

Die durch chromatographische Analyse gefundenen Meßwerte (Im- 
pulse je Minute) wurden auf die Summe aller wasserlôslichen ®P-Verbin- 
dungen (Imp./min), die aus der Startaktivität ermittelt wurde (s. oben), 
bezogen und in ,,Mol-Prozenten des gesamten ®?P’” angegeben. Hier- 
durch wurden Unterschiede der Bildung organischer *2P-Verbindungen, 
die nur durch eine unterschiedliche ® PO’, - Aufnahme seitens der Blätter 
hervorgerufen wurden, mit der Photosynthese aber sehr wenig oder 
gar nichts zu tun hatten, weitgehend aufgehoben. Die durch die Photo- 
synthese bedingte Mehraufnahme an ®PO’, war wegen der Kürze der 
Einlagerung stets sehr klein und brauchte aus diesem Grunde nicht 
berücksichtigt zu werden. 

Bei dem chromatographischen Verfahren betrug der mittlere Fehler der Einzel- 
messung (eingeschlossen der physiologische Fehler, der durch das Pflanzenmaterial 
verursacht wurde) +10% des Meßwertes. Der größte Fehler der Einzelmessung 
lag bei +15%. Nur solche Meßwerte, die in der Größenordnung des Blindwertes 
lagen (0,02 Mol-% des gesamten 3P), wiesen manchmal einen noch größeren 
Fehler auf. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Annahme gemacht, daß alle 
P-Verbindungen, also auch die Di- und Tri-Phosphate, jeweils nur 
ein ®P-Atom enthielten. Dies war hier berechtigt — sofern man eine 
gleichmäßige Verteilung des ®P in den Zellen voraussetzt —, weil sich 
das Mengenverhältnis **P-Verbindung : !P-Verbindung bei dem an- 
organischen Orthophosphat und bei den Monophosphaten in allen Ver- 
suchen etwa wie 1:10’ verhielt und demzufolge die Wahrscheinlichkeit, 
daß ein radioaktives Monophosphat mit einem radioaktiven Ortho- 
phosphat-Anion (unter Bildung eines Diphosphats) reagierte, ver- 
schwindend klein war gegenüber der Reaktionsmöglichkeit mit einem 
nicht-radioaktiven Orthophosphat-Anion. Eine gleichartige Überlegung 
gilt für die Bildung von Triphosphaten. 
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Weiterhin ergibt sich aus diesen Überlegungen nach den Regeln der 
Kombinatorik folgendes: Ist bei dem anorganischen Orthophosphat und 
bei den organischen Monophosphaten das Mengenverhältnis *2P-enthal- 
tende Verbindung zu nur #!P-enthaltender Verbindung allgemein gleich 
1:n (wobei n eine sehr große Zahl sein soll), so beträgt es bei den Diphos- 
phaten (von denen nur die einfach radioaktiv markierten betrachtet zu 
werden brauchen) 2:n und bei den Triphosphaten (von denen auch nur 
die einfach markierten betrachtet zu werden brauchen) 3:n. Will man 
nun aus der Menge der ®P-Verbindungen die Menge der ®!P-Verbindungen 
ermitteln, was unter bestimmten Voraussetzungen möglich ist (s. unten), 
dann muß man diese Zahlenverhältnisse berücksichtigen. 

Schließlich sei noch die Frage beantwortet, unter welchen Bedingun- 
gen die für die ®P-Verbindungen gefundenen Analysenergebnisse auch 
für die Summe der ®!P- plus *P-Verbindungen (praktisch gleich der 
Menge an *P-Verbindungen allein) gelten. Bei dem Verfahren mit 
langer Einlagerungszeit (vgl. S. 263) dürfen die #P-Verbindungen immer 
dann in die Betrachtungen einbezogen werden, wenn das Verhältnis 
32P.:;31P.Verbindung bei allen Monophosphaten ebensogroß, bei den 
Diphosphaten doppelt und bei den Triphosphaten 3mal so groß ist wie 
beim PO’. 

Anders liegen die Verhältnisse bei dem Verfahren mit kurzer Ein- 
lagerungszeit (vgl. S. 263), da sich hier das Verhältnis ®P-Verbindung : 
3P.Verbindung bei allen Substanzen dauernd ändert. Aus Uberlegun- 
gen, über die an anderer Stelle eingehend berichtet wird [WEICHART (1) 
und (2)], geht hervor, daß nur bei Vergleichsversuchen, in denen die 
Bildung organischer P-Verbindungen in Abhängigkeit von verschiede- 
nen äußeren oder inneren Bedingungen untersucht wird (z. B. verschie- 
dene Beleuchtungsstärken, verschiedene CO,-Partialdrucke, mit bzw. 
ohne Hemmstoff), eine Einbeziehung der *P-Verbindungen in die 
Betrachtungen möglich ist, und das auch nur unter der Voraussetzung, 
daß die Versuche eine ganz bestimmte Zeit dauern. Da die zum Vergleich 
geeignete Versuchsdauer für die einzelnen Zwischenprodukte verschie- 
den groß ist, müßte man, genaugenommen, für jede P-Verbindung einen 
Versuch von bestimmter Dauer durchführen. Ist man indessen bereit, 
einen gewissen quantitativen Fehler in Kauf zu nehmen, so kann man 
eine ganze Reihe von Substanzen gleichzeitig bestimmen, wenn man eine 
mittlere Versuchsdauer wählt, die allen Substanzen möglichst weitgehend 
gerecht wird. Diese mittlere Versuchsdauer, die für alle Zwischen- 
produkte annähernd richtige Werte für die Bildung von *!P-Verbindun- 
gen liefert, läßt sich aus der Zeitabhängigkeit der Bildung organischer 
32P.Verbindungen ermitteln. Bei den in der vorliegenden Arbeit durch- 
geführten Untersuchungen liegt die optimale Dauer eines Vergleichs- 
versuches für Helodea (bei Zimmertemperatur) zwischen 1 und 10 min 

Planta, Bd. 56 18 
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(am besten etwa 4 min; s. WEICHART 1959). Unter Beachtung dieser 
Bedingung gelten die für die **P-Verbindungen gefundenen Werte in 
erster Näherung auch für die “P-Verbindungen. Nur bei Ribulose- 
1,5-Diphosphat dürften die in Vergleichs- 
<- Startlinie versuchen gefundenen Unterschiede merklich 

zu klein sein. 


Versuche und Ergebnisse 
A. Die in den Blättern gebildeten wasserlöslichen 
32 P_-Verbindungen und ihre Lage 
auf den Chromatogrammen 

In Helodea-Blättern, die mit *2*PO°" behan- 
delt worden waren, konnten unter Verwendung 
‘ate + rpp der auf S. 267 angegebenen Laufmittel und 
ADP Laufmittel-Kombinationen folgende *2P-Ver- 
bindungen nachgewiesen werden (Abb. 2—6): 

3-Phosphoglycerinsäure (PGS). 

Phosphorenolbrenztraubensäure (PEBTS). 

Ribose-5- Phosphat (RiP). Die Bildung von 
radioaktivem RiP in Helodea-Blättern konnte 
FP+AMP bei den vorliegenden Versuchsbedingungen 

nur selten festgestellt werden. Die Mengen 
PGS waren stets sehr klein. 

Glucose-6- Phosphat und Glucose-1- Phosphat 
(G-6-P und G-1-P). Im allgemeinen konnten 
die beidenGlucose-Phosphate auch durch zwei- 
dimensionale Chromatographie nicht oder nur 
unvollständig voneinander getrennt werden. 
ie Aus diesem Grunde wurde stets die Summe 
Abb.2. Autoradiographie eines dieser beiden Substanzen gemessen (mit GP 
eindimensionalen Chromato- 
gramms; Butanol- Gemisch. bezeichnet). In einigen Fällen gelang es, das 
Extrakt aus Blättern, die G6.P vom G-1-P zu trennen. Dabei zeigte 


12 min in Gegenwart von 
Be a be sich, daB das Mengenverhältnis G-6-P zu 
eventuell noch andere P-Ver- G-1-P unter den gewöhnlich eingehaltenen 
a at ieee, Versuchsbedingungen zwischen 2 und 3 lag. 
"AP: PEBTS Fructose-6-Phosphat (FP). 
Fructose-1,6-Diphosphat (FDP). 

Ribulose-1,5-Diphosphat (RuDP). Zu der Zeit, als die vorliegende 
Arbeit angefertigt wurde, stand leider kein RuDP als Modellsubstanz 
mehr zur Verfügung. Eine kleine Menge, die Herr Prof. Cavin (Berkeley) 
dankenswerterweise dem Institut überlassen hatte, war von KATING 
(unveröffentlicht) zur Bestimmung der Laufwerte für das Äthanol- 


Gemisch und das Methylglycol-Gemisch verwendet worden. Da diese 
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Abb. 3. Autoradiographie eines zweidimensionalen 
Chromatogramms, das mit der Kombination A 
entwickelt wurde ;Äthanol-Gemisch/Methylglykol- 
Gemisch. Extrakt aus Blättern, die 8 min in 
Gegenwart von **PO4’ assimiliert hatten. 
Zur Identifizierung vgl. Abb. 4 


Abb. 4. Lage der einzelnen P-Verbindungen auf 
dem Chromatogramm Abb. 3 und gleichartigen 


Chromatogrammen. Die Bezeichnungen sind aus dem voraufgegangenen Text zu entnehmen. ,, St“ Startfleck 


Abb. 5 
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Abb. 6 


Abb. 5. Autoradiographie eines zweidimensionalen 
Chromatogramms, das mit der Kombination B ent- 
wickelt wurde; Butanol-Gemisch/Methylglykol- 
Gemisch. Extrakt aus Blättern, die 4 min in 
Gegenwart von **PO4”’ assimiliert hatten. 
Zur Identifizierung vgl. Abb. 6 


Abb. 6. Lage der einzelnen P-Verbindungen 


auf dem Chromatogramm Abb. 5 und gleichartigen Chromatogrammen. Bezeichnungen wie in Abb. 4 
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Laufwerte genau der Lage der Substanz entsprachen, die in der vor- 
liegenden Arbeit mit RuDP bezeichnet worden ist, und da weiterhin 
keine anderen Substanzen in unmittelbarer Nähe auf den Chromato- 
‘grammen vorhanden waren, eine Verwechslung also ausgeschlossen 

war, scheint die Identifizierung dieser Substanz 
Tabelle 1. Einfluß der als RuDP gesichert zu sein. 


Verdunkelungsdauer auf a Mine 
dis leas ane gi. Adenosin-5'-T riphosphat (ATP). 


schen ®P-Verbindungen Adenosin-5'-Diphosphat (ADP). 
e : Adenosin-3'-Monophosphat (AMP). 
Bei a wurden die EES 
Blatter 20 Std, bei b 44 Cytidintriphosphat (CTP). 
Std im Dunkeln gehal- Uridindiphosphat-Glucose (UDPG). 
ten. Dauer der Einlage- Anorganisches Orthophosphat (AP). Bei der 


rung 5 min; Dauer des „weidimensionalen Auftrennung neutraler wäßri- 
ser ger Extrakte mit der Laufmittelkombination A 
9000 Lux, davon 8000 blieb— in unregelmäßig wechselnden Mengen — 
Lux Kunstlicht. Lauf- vielfach ein kleiner Teil des AP in der zweiten 
mittel-Kombination A. Laufrichtung auf der Startgeraden liegen (vgl. 

Ve. Abb. 3). Diese Erscheinung trat auch bei der 
armung | * . Chromatographierung reiner markierter Ortho- 
phosphorsäure auf; wahrscheinlich wurden die 














= ré a en Phosphat-Anionen durch irreversible Adsorption 
ATP . | 1,12 | 695 auf dem Chromatogrammpapier festgehalten. 
ADP . | 0,56 | 3,2 Neben den hier aufgeführten Substanzen, die als 


sicher identifiziert gelten dürfen (vgl. hierzu Kurs 
1958), enthielten die Pflanzen nach Einlagerung von 3PO/’ noch eine Reihe 
anderer #P-Verbindungen. Die meisten von diesen sind bisher in unserem Institut 
noch nicht identifiziert worden. 

Erwähnt sei noch, daß die Lage der P-Verbindungen auf den Chromatogram- 
men durch gewisse Substanzen, die in den untersuchten Zellen enthalten waren, 
manchmal etwas verändert wurde. Die Auswertung der Chromatogramme wurde 
dadurch jedoch nicht nennenswert erschwert, da die Nucleotide, die an ihrer 
UV-Absorption zu erkennen waren, sowie der Startfleck als Orientierungspunkte 
benutzt werden konnten. 


B. Die Bildung organischer P-Verbindungen bei verschiedenen 
physiologischen Zuständen des Versuchsmaterials 

Wurden die Blätter von Helodea für längere Zeit dunkel gehalten, so 
trat eine starke Verarmung an lebensnotwendigen Photosynthese-Produk- 
ten ein. Der Einfluß dieser Verarmung auf die Bildung organischer ®P- 
Verbindungen wurde untersucht: Die Blätter wurden von den Sprossen 
abgezupft, 20 bzw. 44 Std im Dunkeln in Wasser aus den Kulturaquarien 
aufbewahrt und dann im Licht mit ®PO/’-Lösung behandelt. Die MeB- 
ergebnisse dieses Versuchs zeigt Tabelle 1. Nach einer Dunkelbehandlung 
von 44 Std (b) bildeten die Blätter von Helodea größere Mengen an GP, 

FP, ATP und ADP als nach einer 20stündigen Verdunkelung (a). 
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C. Die Bildung organischer P-Verbindungen im Licht und im Dunkeln 
(verschiedene Abtotungsverfahren) 

Zunächst wurde zur Vororientierung das auf 8S. 266 angegebene 

Fällungsverfahren angewendet. Dabei zeigte sich in Übereinstimmung 


mit Simonis und GRUBE (1952, 
1953), GRUBE (1953) und QUENSELL 
(1957), daB von belichteten Blattern 
mehr organische P-Verbindungen 
gebildet wurden als von dunkel 
gehaltenen. 

Zur genaueren Ermittlung der 
einzelnen radioaktiv markierten P- 
Verbindungen wurde das papierchro- 
matographische Verfahren benutzt. 

Die MeBergebnisse eines charak- 
teristischen Versuches sind aus 
Tabelle 2 zu ersehen. Hier wurden 
im Licht bedeutend größere Mengen 
an PGS, PEBTS, Hexosephospha- 
ten und UDPG gebildet als im Dun- 


Tabelle 2. Einfluß des Lichtes auf die 
Bildung von einigen organischen 3?P- 
Verbindungen 

Laufmittel-Kombination A. Dauer 
der Einlagerung 7 min. Dauer des 
Spülens 3 min. 














Mit **P markierte 
Verbindungen in 
Mol.-% des Hell/ 
gesamten **P Dunkel 
Hell |Dunkel 
PGS 12,5 0,64 | 19,6 
PEBTS 0,27 | 0,03 9,0 
ae 4,85 | 0,62 7,8 
Er. 0,40 | 0,05 8,0 
UDPGH 1,10 | 0,11 | 10,0 
ATP + ADP 3,92 | 1,60 2,4 








keln. Die gefundenen Hell-Dunkel-Unterschiede waren bei PGS beson- 
ders groß. Mit Abstand folgten UDPG, PEBTS, GP und FP. Die Hell- 
Dunkel-Unterschiede der Nucleotide waren nur verhaltnismaBig klein. 


Da nun KANDLER (1957) die 
Vermutung ausgesprochen hat, 
daB PGS méglicherweise erst bei 
der Abtétung mit kochendem 


Tabelle 3. Einfluß des Lichtes auf die 


Bildung von PGS 
Laufmittel- Kombination A. Abtö- 


Äthanol aus einem instabilen Zwi- 
schenprodukt entstehen könnte 
und somit nicht als Zwischenpro- 


tungsmittel: 10%ige TES-Lösung (Dauer 
der Extraktion: 20 min) oder kochender 
Äthylalkohol. Die TES-Extrakte wurden 
hier nicht neutralisiert. 








dukt der CO,-Assimilation anzu- 
sehen sei, und da möglicherweise 
auchgndereP-Verbindungenunter 
Bildung von Abbauprodukten von 
dem kochenden Athanol verän- 





dert werden könnten, wurde auch 
10%ige wäßrige TES-Lösung zur 
Abtötung der Blätter benutzt. 
Die Meßergebnisse für PGS sind 
in Tabelle 3 zusammengestellt. 














À Radio- 
5 aktive 
© |Lichtver-| Abtôtungs- | Ira, 1 | Heil/ 
2 |hältnisse | mittel 0" © | Dunkel 
© des ge- 
à samten 
32p 

1 | Hell TES 0,92 28 
2 | Dunkel | TES 0,033 

3 | Hell Alkohol | 0,98 24 
4 | Dunkel Alkohol | 0,041 


Zwei Chromatogramme, die von einem weiteren Versuch mit TES 
als Abtötungsmittel stammen, sind in den Abb. 7 und 8 wiedergegeben. 


Hier zeigen sich deutliche Hell-Dunkel-Unterschiede bei PGS, PEBTS, 
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Abb. 7 
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GP und FP. Die 
Abtétung der Blatter 
mit TES-Lösung er- 
gab also, ebenso wie 
die Abtétung mit 
kochendem Athanol, 
daß im Licht be- 
deutend mehr PGS, 
PEBTS, GP und FP 
gebildet wurde als im 
Dunkeln. 

In einem weiteren 
Versuch wurden die 
Blätter nach der 
Einlagerung zum Ab- 
töten entweder (a) 
2min mit Äthanol 
gekocht, dann 60 min 
in. 8 ml 86%igem 
Athanol von —20° C 
aufbewahrt oder aber 
(b) 60 min in 8 ml 
86%igen Äthanol 
von — 20° C gegeben 
oder (c) 60 min mit 
8m190%igem Aceton 
von —20°C behan- 
delt. Anschließend 
wurde 3 Std lang mit 
destilliertem Wasser 
(2 ml je Probe) von 
+79 C extrahiert. 

Die MeBergebnis- 
se dieses Versuchs 


Abb.7. Autoradiographie 
eines zweidimensionalen 
Chromatogramms. Lauf- 
mittelkombination B. 
10 min Photosynthese (sta - 
tionäre Phase) in Gegen- 
wart von **P0%’. Abtötung 
mit TES. Zur Lage der 
einzelnen P-Verbindungen 
vgl. Abb. 6 


Abb. 8 Wie Abb. 7, aber 
Dunkel-Versuch von 
10 min Dauer 


ie 
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sind aus Tabelle 4 zu ersehen. Bei Abtötung mit 86%igem Äthanol oder 
90%igem Aceton von —20° C ergab sich, ebenso wie bei der Abtötung 
mit kochendem Äthanol, daß im Licht bedeutend größere Mengen an 
PGS, GP, FP und FDP gebildet wurden als im Dunkeln. 


D. Die Bildung organischer P-Verbindungen im Licht und im Dunkeln 
bei verschiedener Versuchsdauer 


In den bisherigen Versuchen betrug die Versuchsdauer stets einige 
Minuten. Da hierbei die Möglichkeit bestand, daß gewisse, nur kurzzeitig 
radioaktiv markierte P-Verbin- 
dungen verborgen blieben,wurden Tabelle 4. Einfluß des Lichtes auf die Bil- 
ausgedehnte Versuche von ver- dung einiger organischer ** P- Verbindungen 
schiedener Dauer durchgeführt. | at a CU Foe eae 2 ps 

Da sich, wie schon auf S. 269 Einlagerungslösung 0,42 mC/10 ml, Dauer 
festgestellt wurde, das Verhältnis der Einlagerung 75 sec, Dauer des Spü- 
32P_Verbindung zu %1P-Verbin- lens 75 sec. Laufmittel-Kombination A. 


dung für jede Substanz dauernd H= Hell; D = Dunkel. 

















änderte, dürfen hier die gemes- 8 | x volt? markierte . 
senen Radioaktivitäten und die 35 £ pe "1 ze 
daraus berechneten Mol-Prozente 32] 2 

sae: 5 | < | pas | GP FP | FDP 
nur bei einer Betrachtung der > 
Hell-Dunkel-Unterschiede, nicht H | a las | 51 2,6 2,6 
aber bei einer Betrachtung der Dia 0 0,74 | 0 0 
Zeitabhängigkeit als ungefähres H | b | 14,0 | 6,4 | 1,65 | 1,6 
Mal tie die während des Vol D b 0 0,86 | 0,09 0 
p\ un ur dıe wahren € — Ss H e 20,6 6,4 2,94 3,5 
gebildeten Mengen an *!P-Verbin- Die 0 0,97 | 0 0 











dungen herangezogen werden. 

In dem folgenden, ausführlicher dargestellten Versuch betrug die 
Radioaktivität der Einlagerungslésung 2,3 mC/10 ml und das Volumen 
der Lösung 5 ml. Als Dauer des Eintauchens der Blätter in die aktive 
Lösung wurde in allen Einzelversuchen eine Zeit von 10 sec gewählt. 
Ebensolang war die Spülzeit. Variiert wurde die Zeit bis zum Abtöten. 
Die, Beleuchtungsstärke betrug 5200 Lux; davon waren 5000 Lux 
Künstlicht. 

Die Einlagerung wurde in Bechergläsern von 25 ml Inhalt vorge- 
nommen. Hierbei lagen die Blätter in kleinen Glaseinsätzen (vgl. S. 264). 
Die gewonnenen Meßwerte wurden wie üblich auf das gesamte wasser- 
lösliche 3#P bezogen. Eine Ausnahme bildeten diejenigen Proben, die 
nach der 10sec dauernden Einlagerung nicht gespült, sondern gleich 
abgetötet wurden. Da die Blätter hierbei nicht von anhaftender #PO, - 
Lösung befreit worden waren, hätte das Beziehen der Meßwerte auf das 
gesamte 32P dieser Proben zu einer starken Verfälschung des Ergebnisses 
geführt. Aus diesem Grund wurden hier die Meßwerte auf den Mittel- 
wert des gesamten 3P der übrigen Proben bezogen. 
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Die mit der Laufmittel-Kombination B gefundene Zeitabhängig- 
keit der Bildung organischer **P-Verbindungen ist in Abb. 9 (Hell- 
proben) und Abb. 10 (Dunkelproben) dargestellt. Mit dem Wort „Zeit“ 
ist hier die Versuchsdauer vom Beginn der Einlagerung bis zur Abtötung 


T = 
101 Hell Has 
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Abb. 9. Die Bildung organischer **P-Verbindungen in Abhängigkeit von der Zeit (Hell- 
Proben). Laufmittel-Kombination B 


Abb. 10. Die Bildung organischer **P-Verbindungen in Abhängigkeit von der Zeit (Dunkel- 
Proben). Laufmittel-Kombination B. Die Mengen an FDP, FP und GP waren stets 
kleiner als 0,03 Mol.- % 


gemeint. Die mit der Laufmittel-Kombination A gewonnenen Zeit- 
funktionen sind nicht abgebildet, weil sie denselben Verlauf zeigten wie 
die Kurven der Abb. 9 und 10; diese entsprechen übrigens den Ergeb- 
nissen eines weiteren Versuches, bei dem die Blätter mit TES-Lösung 
abgetötet wurden. Die in den TES-Extrakten enthaltenen **P-Ver- 
bindungen wurden hierbei durch Fällung mit Bleiacetat von der TES- 
Lösung abgetrennt und anschließend mit Kationen-Austauscher in der 
H-Form (Dowex 50) wieder in Lösung gebracht. 


Die Abb. 11 und 12 zeigen Autoradiographien zweidimensionaler 
Chromatogramme von Blattextrakten nach 10 sec Photosynthese bzw. 


ao == vs 
' ' 
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nach 10 see Dunkel- 
heit. Eine weitere 

Autoradiographie 
(Hellprobe, 4 min 
Photosynthese) ist 
bereits in Abb. 5 dar- 
gestellt. 

Es interessieren 
nun zunächst die 
beiden verschiedenen 

Einlagerungszeiten 
festgestellten Hell- 
Dunkel-Unterschiede. 
Wieder ist die Mar- 
kierung von PGS 
im Licht besonders 
stark (in Abb. 9 ist 
fiir PGS ein anderer 
MaBstab gewählt!). Abb. 11. Autoradiographie eines zweidimensionalen Chro- 
Auch sonst wurden  matogramms. Laufmittel-Kombination A. 10 sec Photo- 


d . synthese in Gegenwart von **PO{’. Gegenüber Dunkelversuch 
die Ergebnisse der (vgl. Abb. 12) ist RuDP zusätzlich markiert. Zur Lage der 





vorangegangenen einzelnen P-Verbindungen vgl. Abb. 4 
Versuche bestätigt. 
Außerdem zeigen sich Pa | 
aber für RuDP, 


besonders bei einer 
Versuchsdauer von ‘ 
10 sec, sehr große 5 
Hell- Dunkel- Unter - 
schiede. RuDP ist bei 

10 sec Photosynthese 
dieam stärksten mar- 
kierte P-Verbindung. 
Sähließlich sind auch 

für ATP, besonders 

bei einer Versuchs- 
dauer von 2—4 min, 
Licht-Dunkel -Unter- 
schiede zu erkennen. 
Wieweit man aus die- 

sen Zeit-Kurven die 


, iii; 
Reihenfolge mit Abb. 12. Wie Abb. 11, aber Dunkel-Versuch von 10 sec 
teln kann, in der die Dauer 
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einzelnen P-Verbindungen bei der CO,-Assimilation als Zwischenprodukte 
auftreten, wird an anderer Stelle erörtert [WEICHART (1) 1959, sowie 
in Vorbereitung). 


E. Die Bildung organischer P-Verbindungen bei verschiedenen 
Beleuchtungsstärken 


Im folgenden Versuch wurde die Abhängigkeit der Bildung organi- 
scher P-Verbindungen von der Beleuchtungsstärke ermittelt. 


Als Lichtquelle diente eine 500 W-Glühfadenlampe, die sich in einem wasser- 
gekühlten Metallmantel befand. Dieser besaß an seiner senkrechten Seitenwand 
eine kreisrunde Öffnung, durch die das Licht nach außen gelangen konnte. Die 
divergenten Strahlen der Glühlampe wurden durch einen Kondensor zu einem 
annähernd parallelen Strahlenbündel zusammengefaßt. Dieses wurde durch einen 
schräg stehenden Spiegel in die senkrechte Richtung umgelenkt, da das Einlage- 
rungsgefäß (vgl. Abb. 1), wie auch sonst immer, von unten her belichtet werden 
sollte. Die gewünschte Beleuchtungsstärke wurde durch Variieren des Abstandes 
zwischen Lichtquelle und Objekt eingestellt. Die Lichtintensität der Lampe 
wurde nicht verändert, weil die damit verbundene Temperaturänderung des Glüh- 
fadens (nach dem Wienschen Verschiebungsgesetz) zu einer Veränderung des 
Lichtspektrums geführt hätte. Die Beleuchtungsstärke war während der Vor- 
belichtung stets ebensogroß wie bei der Einlagerung und Spülung. 


Tabelle 5. Einfluß verschiedener Beleuchtungsstärken auf die Bildung organischer 
32 P. Verbindungen 

Laufmittel-Kombination A. Zu den Proben 2 und 9 gehören die Abb. 13 und 14. 

Zu Probe 6 gehört Abb. 3. Dauer der Einlagerung 5 min. Dauer des Spülens 3 min. 
































Probe Be- #P-Verbindungen in Mol.- % des gesamten **P 

Nr leuchtungs- 

ei starke (Lux) PGs GP FP FDP ATP ADP 
1 40000 13,2 5,25 1,80 1,80 1,80 3,00 
2 40000 11,4 4,75 1,70 1,90 1,65 3,65 
3 20000 13,3 5,00 1,90 1,45 2,70 2,10 
4 10000 14,5 5,10 1,75 1,20 2,25 3,35 
5 7000 13,0 5,40 1,85 1,35 2,55 3,20 
6 4000 10,2 5,45 1,70 0,82 1,70 3,75 
7 2000 8,8 4,40 1,40 0,65 2,95 2,50 
8 2000 9,0 5,20 1,65 0,45 1,55 3,45 
9 6 0,21 0,66 0,28 0,0 1,90 3,10 


Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 5 zusammengefaßt. 
Die zu den Proben 2 und 9 der Tabelle 5 gehörenden Autoradiographien 
sind in den Abb. 13 und 14 wiedergegeben, die zu Probe 6 gehörende 
wurde bereits auf S. 271 gebracht (Abb. 3). Bei einem Vergleich der 
Abbildungen ist zu beachten, daß Abb. 3 bei der Reproduktion etwas 
länger belichtet worden ist als Abb. 13, weil in Abb. 3 die Lage der 
einzelnen P-Verbindungen besonders deutlich sichtbar werden sollte. 

Im Bereich zwischen 0 und 2000 Lux zeigte die Bildung von PGS, 
GP, FP und FDP eine starke Abhängigkeit von der Beleuchtungsstärke. 





ww 


w 
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Eine Erhöhung auf @ L 4 
4000 Lux bewirkte 
bei PGS und FDP 
eine weitere ziemlich + 
starke, bei GP und 
FP dagegen nur noch 
eine kleine Erhöhung 
der neu gebildeten 
Substanzmengen. 

Während für GP und 
FP bei 4000 Lux be- 
reits Lichtsättigung 
erreicht war, stiegen 
die PGS- und FDP- 
Mengen auch ober- 
halb von 4000 Lux 
mit zunehmender 
Beleuchtungsstärke 
noch etwas an. Die 
Lichtsättigung wird 
also für die verschie- Abb. 13 
denen P-Verbindun- 
gen bei verschiedener 
Beleuchtungsstärke 
erreicht. 

Die Markierung 
der Nucleotide zeigte 








Abb. 13. Autoradiographie 
eines zweidimensionalen 
Chromatogramms. Lauf- 
mittel-Kombination A. 
8 min Photosynthese in 
Gegenwart von #PO%'; 
Beleuchtungsstärke 
40000 Lux. Probe 2 der 
Tabelle 5 (gegenüber Dun- 
kel-Versuch, vgl. Abb. 14, 
zusätzliche markierte Flek- 
ken). Uber die Lage der 
einzelnen P-Verbindungen 
vgl. Abb. 4 





Abb. 14. Autoradiographie 
eines zweidimensionalen 
Chromatogramms. Lauf- 
mittel-Kombination A. 
Dunkel-Versuch von 8 min 
Dauer in Gegenwart von 
2PO4’. Probe 9 
der Tabelle 5 Abb. 14 
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bei der gewählten Versuchsdauer keine deutliche Abhängigkeit von der 
Beleuchtungsstärke (s. Diskussion). 


F. Die Bildung organischer P-Verbindungen bei verschiedenen 
CO,-Partialdrucken 
Die Frage, welche von den an der Photosynthese beteiligten or- 
ganischen P-Verbindungen als Zwischenprodukte der CO,-Assimilation 


Mol-% 
15r- 


Hell 
70\- 


& 
I 











CD FP FOP AIP ADP UOPG 


PGS 





PGS GP FP FOP ATP ADP UDPG 
Abb. 15. Die Bildung von organischen **P-Verbindungen in Abhängigkeit vom CO,-Partial- 
druck. Laufmittel-Kombination A. Dauer der Einlagerung 4 min, Dauer des Spiilens 1,5 min. 
Schwarze Kolumnen: CO,-freie Luft; schraffierte Kolumnen: Luft (0,03 Vol.-% CO,); 
weiße Kolumnen: Carbogen (5 Vol.- % CO.) 


anzusehen sind, kann man entscheiden, wenn man die Bildung der 
P-Verbindungen in Abhangigkeit von der CO,-Konzentration in den 
Zellen der Versuchspflanzen untersucht. 


Die Blattproben wurden in der Einlagerungsapparatur (Abb. 1) mit je 13,5 ml 
destilliertem Wasser (fiir die Proben ,,ohne CO,“ wurde ausgekochtes destilliertes 
Wasser verwendet) iibergossen. Dann wurde 10 min lang Gas von bestimmtem 
CO,-Gehalt in die Flüssigkeit eingeleitet, und zwar entweder Luft, aus der das CO, 
durch Kalilauge entfernt worden war, oder gewöhnliche Luft oder ,,Carbogen“, 
das 5 Vol-% CO,, 20 Vol.-% O, und 75 Vol.-% N, enthielt. Wahrend der Durch- 
gasung wurden die Hellproben, wie auch sonst immer, 10 min vorbelichtet, um die 
CO,-Assimilation in den stationären Zustand zu bringen und gleichzeitig bei den 
Proben ,,ohne CO,“ den Verbrauch der in den Zellen und in den Intercellularen 
befindlichen CO,-Reserven herbeizuführen. Nach Beendigung der Vorbelichtung 
wurden 1,5 ml einer starken ®PO/’-Lösung (0,8 mC/10 ml) zu den 13,5 ml Wasser, 
in denen sich die Blätter befanden, hinzugegeben. Die Durchgasung wurde auch 
während der nun folgenden Einlagerung und Spülung fortgesetzt. Die Abtötung 
und Extraktion der Blätter sowie die Verarbeitung der Extrakte wurden in der 
üblichen Weise vorgenommen. 
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Abb.15 zeigt die Meßergebnisse dieses Versuches. Wurden die 
Lösungen, in denen sich die Helodea-Blätter befanden, unter Belichtung 
mit Luft durchgast (CO,-Partialdruck: 0,23 mm Hg), so entstanden 
bedeutend größere Mengen an PGS, GP, FP, FDP und UDPG als bei 
Durchgasung mit Luft, die kein CO, enthielt. Eine weitere Erhöhung 
des CO,-Partialdruckes auf 38 mm Hg brachte keine weitere Erhöhung 
der Substanzmengen. Die in den Blättern enthaltene Gesamtmenge an 
wasserlöslichen 3#P-Verbindungen (anorganisch plus organisch) zeigte 
mit zunehmendem CO,-Partialdruck nur einen geringfügigen Anstieg. 
Wie man aus Abb. 15 erkennt, wurden auch ohne CO,-Zufuhr von außen 
kleine Mengen P-haltiger Assimilationsprodukte gebildet. Diese Tat- 
sache ist darauf zurückzuführen, daß die Atmung, die ja auch bei Be- 
lichtung weiterläuft, ständig neues CO, lieferte, und daß dieses von der 
CO,-Assimilation aufgenommen wurde, noch bevor es aus dem Gewebe 
ausgeschieden werden konnte. Weiterhin kommen auch die in den 
Zellen gegebenenfalls vorhandenen Bicarbonat-Reserven als CO,-Liefe- 
ranten in Frage. 

Im Dunkeln zeigten PGS, GP, FP und FDP genau das umgekehrte 
Verhalten wie im Licht. Das war zu erwarten, weil die genannten Sub- 
stanzen im Dunkeln nur als Zwischenprodukte von Atmung und Gärung 
auftreten, und weil diese Prozesse, bei denen CO, entsteht, um so unbe- 
hinderter ablaufen können, je weniger CO, sich in den Zellen befindet. 
Im Dunkeln hemmt also höherer CO,-Partialdruck die Bildung ®P-mar- 
kierter Intermediärprodukte. 

Die Bildung von radioaktivem ATP blieb bei steigendem CO,-Partial- 
druck im Hellen und im Dunkeln erst annähernd konstant (Schwankungen 
innerhalb der Fehlergrenze), nahm dann aber, bei Verwendung von 
Carbogen, stark ab (vgl. die Diskussion). Bei ADP war keine Ab- 
hängigkeit vom CO,-Partialdruck zu erkennen. 


Diskussion 

Die einzelnen Reaktionsschritte der CO,-Assimilation sind besonders 
von, CALVIN, BENSON u. Mitarb. untersucht worden. Das von CALVIN 
[(1956) (1) und (2)] auf Grund vielfältiger Versuche angegebene Schema 
der CO,-Assimilation erklärt die meisten bisherigen Beobachtungen in 
befriedigender Weise. Trotzdem darf es noch keineswegs in allen Einzel- 
heiten als gesichert angesehen werden (z. B. GiBBs und KANDLER 1957; 
KANDLER und G1B8s 1959). Außerdem besteht durchaus die Möglich- 
keit, daß bei anderen Versuchsobjekten als den von CALVIN, BENSON u. 
Mitarb. benutzten, zum mindesten einige Teilprozesse der CO,-Assimi- 
lation anders, als es dem Calvinschen Schema entspricht, ablaufen 
könnten (MoRTIMER 1958). Während nun CaLvIn u. Mitarb. ihre Ver- 
suche vorwiegend mit radioaktivem 14CO, durchgeführt haben, wurde 
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in der vorliegenden Arbeit, im Zusammenhang mit Versuchen zur Auf- 
klärung der lichtabhängigen Phosphorylierung, radioaktives Phosphat 
(2PO;) benutzt. Hierbei können über solche Photosynthese-Produkte, 
die kein P enthalten, naturgemäß keine Aussagen gemacht werden. So 
muß beispielsweise offengelassen werden, ob als primärer Acceptor des 
für die CO,-Assimilation benötigten Kohlendioxyds möglicherweise eine 
Substanz dient, die kein P enthält (vgl. METZNER, SIMON, METZNER und 
Catvin 1957; Metzner, SIMON und METZNER 1958). In diesem Fall 
würde das CO, erst sekundär auf Ribulose-Diphosphat übertragen wer- 
den. Weiterhin ist es bei Anwendung von radioaktivem Phosphat 
nicht möglich, die Endprodukte der CO,-Assimilation, wie Glucose, 
Fructose, Rohrzucker, Stärke usw., zu erfassen. Schließlich kann auch 
die Verarbeitung von Photosyntheseprodukten zu Amino- und Carbon- 
säuren nicht untersucht werden. Auf der anderen Seite bietet aber das 
32PO, gegenüber dem 14CO, auch gewisse Vorteile, da auf diese Weise 
der Weg des Phosphors bei der Bildung der intermediären Photosynthese- 
produkte verfolgt und deren Zusammenhang mit der Photosynthese- 
Phosphorylierung untersucht werden kann. 

Nach dem von CALVIN angegebenen Schema müßten bei Verwendung 
von #PO/" folgende Zwischenprodukte der CO,-Assimilation radio- 
aktiv markiert werden: 

Ribulose-1,5-Diphosphat (RuDP), 3-Phosphoglycerinsäure (PGS), 
3-Phosphoglycerinaldehyd, Dioxyacetonphosphat, Fructose-1,6-Diphos- 
phat (FDP), Fructose-1-Phosphat, Fructose-6-Phosphat (FP), Glucose- 
1- und -6-Phosphat (GP), Uridindiphosphat-Glucose (UDPG), Saccha- 
rosephosphat, Seduheptulose-1,7-Diphosphat, Seduheptulose -7 - Phos- 
phat, Ribose-5-Phosphat, Ribulose-5-Phosphat. 

Weiterhin müßten auch Adenosintriphosphat (ATP) und Phosphor- 
enolbrenztraubensäure (PEBTS) radioaktiv markiert werden, weil nach 
Catvrn auch diese Substanzen, obgleich sie nicht zu den Zwischen- 
produkten gehören, an der CO,-Assimilation beteiligt sind. Die MeB- 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daß von belichteten Helodea- 
Blättern bedeutend größere Mengen an PGS, PEBTS, FDP, FP, GP und 
UDGP gebildet wurden als von dunkel gehaltenen. Dieses Ergebnis 
steht im Einklang mit der von GRUBE (1953) bei Helodea densa gefunde- 
nen, durch Licht erhöhten Bildung von Verbindungen der TES-löslichen 
organischen Phosphatfraktion, die auch von QUENSELL (1957) an 
Helodea crispa bestätigt werden konnte. Kürzlich untersuchte auch 
BRADLEY (1957) bei Scenedesmus die bei Belichtung bzw. Verdunkelung 
auftretenden Mengenveränderungen der P-Verbindungen nach ein- 
stündiger Inkorporation mit ®P. Dabei wurde angenommen, daß bereits 
- nach 1 Std eine weitgehende Gleichverteilung des ®?P mit dem ®!P in den 
fraglichen P-Verbindungen eingetreten ist. Aus den Aktivitätsmessungen 
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der markierten P-Verbindungen ergaben sich bei PGS, PEBTS, GP, 

RuDP sowie ATP + ADP mehr oder weniger groBe Spiegelschwan- 

kungen, die sich ebenfalls auf Grund des Schemas von CALVIN deuten 

lassen. Nach unseren Erfahrungen an Helodea und Ankistrodesmus ist 

allerdings die benutzte Inkorporationszeit fiir eine Gleichverteilung des 

32P noch nicht ausreichend. Wir kommen an anderer Stelle darauf 

zurück (Sımonis u. Mitarb., unveröffentlicht). 

Da bei meinen Versuchen nur ein kleiner Bruchteil der bei den oben 
aufgeführten Substanzen gefundenen Hell-Dunkel-Unterschiede durch 
die photosensibilisierte Phosphorylierung erklärt werden kann und da 
weiterhin die von einer im Licht verstärkten ®PO,’-Aufnahme hervor- 
gerufene Erhöhung der radioaktiven Markierung der P-Verbindungen 
durch das Beziehen der Meßwerte auf das gesamte lösliche **P eliminiert 
wurde, ergibt sich zunächst, daß PGS, PEBTS, FDP, FP, GP und UDPG 
an der Photosynthese von Helodea beteiligt sind. Besonders bemerkens- 
wert erscheint die Tatsache, daß die verschiedenen, hier benutzten 
Abtötungsverfahren stets die gleichen Ergebnisse lieferten. Daher kann 
die Möglichkeit ausgeschlossen werden, daß die in der vorliegenden 
Arbeit mitgeteilten Ergebnisse auf die spezifische Wirkung eines be- 
stimmten Abtötungsmittels zurückzuführen sind (vgl. KANDLER 1957; 
SIMONIS, Katrine und KuEs 1957; Sımonıs und WEICHART 1958). 

Aus den Versuchen von verschiedener Dauer ist weiter zu ersehen, 
daß auch RuDP für bestimmte Versuchszeiten große Hell-Dunkel- 
Unterschiede aufweist. Besonders einige Sekunden nach Beginn der 
32PO, -Einlagerung besitzt die Hell-Kurve von RuDP bedeutend größere 
Werte als die Dunkel-Kurve. RuDP ist bei einer Einlagerungsdauer 
von 10 see im Licht sogar die am stärksten markierte organische P-Ver- 
bindung. Hieraus ergibt sich, daß auch RuDP an der Photosynthese von 
Helodea beteiligt ist. 

Bei ATP liegen die größten Hell-Dunkel-Unterschiede zwischen 2 und 
4 min vor. Die Tatsache, daß hier im Licht trotz erhöhten ATP-Ver- 
brauchs die Radioaktivität des ATP größer ist als im Dunkeln, darf als 
Beweis dafür angesehen werden, daß die Bildungsgeschwindigkeit des 
ATP durch die Wirkung des Lichtes stark vergrößert wird (vgl. die Er- 
läuterungen auf S. 284). 

Der Versuch über die Abhängigkeit der Bildung organischer P-Ver- 
bindungen von der Beleuchtungsstärke (vgl. S. 278 ff.) zeigt den Zusammen- 
hang zwischen Phosphathaushalt und Photosynthese sehr deutlich. 
Die Markierung von PGS, FDP, FP und GP weist bei kleinen Beleuch- 
tungsstärken eine sehr starke, bei größeren nur noch eine kleine bzw. gar 
keine Abhängigkeit von der Beleuchtungsstärke auf. Die Lichtsättigung : 
wird z. T. bei geringer Beleuchtungsstärke, z. T. aber erst bei viel höherer 
Beleuchtungsstärke erreicht. Diese auffällige Tatsache läßt sich noch 
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nicht deuten. Betrachtet man nämlich die obengenannten P-Verbin- 
dungen als Glieder einer Reaktionskette (CO,-Assimilation), die, je nach 
der Beleuchtungsstärke, verschieden schnell abläuft, so müßte die 
Bildung aller Zwischenprodukte durch die Reaktionsgeschwindigkeit 
dieser, im stationären Zustand befindlichen Kette im gleichen Maße 
beeinflußt werden. Es wäre denkbar, daß noch Seiten-Reaktionen, 
wie insbesondere der Calvin-Cyclus und der Pentose-Cyclus, mit hinein- 
spielen. Hier müssen weitere Versuche Klarheit bringen. 

Die Markierung des ATP zeigt bei der gewählten Einlagerungszeit 
keine Abhängigkeit von der Beleuchtungsstärke. Nun ist ATP (s. unten) 
kein Zwischenprodukt der CO,-Assimilation, vielmehr tritt es nur von 
außen her, als Phosphat- und Energieüberträger, mit der CO,-Assimila- 
tionskette in Reaktion. Aus diesem Grunde brauchen hier die stationär 
vorhandenen Substanzmengen nicht — wie das bei den Zwischen- 
produkten der CO,-Assimilation der Fall ist — mit zunehmender Reak- 
tionsgeschwindigkeit anzusteigen; vielmehr können sie verschiedene 
Werte annehmen. Wird beispielsweise der Verbrauch an ATP extrem 
groß, so könnte trotz großer Bildungsgeschwindigkeit die stationär vor- 
handene Substanzmenge und damit auch die gemessene Radioaktivität 
praktisch gleich Null werden. Zudem braucht das gesamte Reservoir 
einer solchen Substanz wegen ihres Vorkommens an verschiedenen Zell- 
orten überhaupt nicht nur an einer bestimmten Reaktion beteiligt zu 
sein. Hieraus wird deutlich, daß bei Substanzen, die nicht als Zwischen- 
produkte einer Reaktionskette auftreten, die gemessenen Radioaktivi- 
täten kein Maß für ihre Bildungsgeschwindigkeit und damit für die 
innerhalb einer bestimmten Versuchszeit gebildeten Mengen sind. Eine 
eindeutige Aussage ist nur in Ausnahmefällen möglich (vgl. S.282 und 285). 

Die Frage, welche von den an der Photosynthese von Helodea betei- 
ligten P-Verbindungen als Zwischenprodukte der CO,-Assimilation 
anzusehen sind, ließ sich durch die Untersuchung der Bildung organi- 
scher P-Verbindungen in Abhängigkeit von der CO,-Konzentration be- 
antworten. Danach sind wenigstens PGS, FDP, FP, GP und UDPG 
als Zwischenprodukte der CO,-Assimilation anzusehen. Über RuDP 
können auf Grund des hier mitgeteilten Versuchs in dieser Beziehung 
keine Aussagen gemacht werden, weil dieses bei der gewählten Versuchs- 
dauer (5,5 min) sowohl in Anwesenheit als auch bei Abwesenheit von CO, 
nur noch sehr schwach radioaktiv markiert war. Nun konnten aber CALVIN 
u.Mitarb. (1956) beobachten, daß bei plötzlichem CO,-Entzug die stationär 
vorhandene Menge an RuDP stark anstieg, weil die Reaktion RuDP + 
CO, > 2 PGS gehemmt wurde. BRADLEY fand, daß bei hohen CO,-Kon- 
zentrationen das RuDP völlig verschwand. Da die übrigen Ergebnisse 
der vorliegenden Arbeit mit dem CO,-Assimilationscyclus von CALVIN in 
Einklang stehen, und vor allem, da auch in meinen Versuchen RuDP 
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nach 10 sec *P-Einlagerung im Licht die am stärksten markierte 
Verbindung darstellt, ist anzunehmen, daß RuDP auch bei Helodea 
als Zwischenprodukt der CO,-Assimilation zu betrachten ist. Ein mit 
32P zu führender Beweis hierfür muß allerdings erst noch erbracht 
werden. 

Die Bildung von radioaktivem Adenosintriphosphat zeigt bei einem 
Anstieg des CO,-Partialdruckes von etwa 0 auf 0,23 mm Hg keine 
Abhängigkeit von der CO,-Konzentration. Hieraus kann man den 
Schluß ziehen, daß ATP nicht zu den Zwischenprodukten der CO,- 
Assimilation gehört. Indessen kann man aus diesem experimentellen 
Ergebnis noch nicht folgern, daß die Bildungsgeschwindigkeit des ATP 
vom CO,-Partialdruck unabhängig ist, weil eine verstärkte Bildung von 
radioaktiv markiertem ATP durch eine Verkleinerung der stationär 
vorhandenen ATP-Menge (infolge des erhöhten ATP-Verbrauchs in 
CO,-Gegenwart) kompensiert werden kann. 

Die bei einer weiteren Erhöhung des CO,-Partialdruckes von 0,23mm 
Hg auf 38 mm Hg beobachtete Abnahme der ATP-Radioaktivität ist 
auf eine verringerte ATP-Bildung zurückzuführen (der ATP-Verbrauch 
ist in diesem Bereich annähernd konstant). Diese Erscheinung dürfte 
vielleicht dadurch zu erklären sein, daß ein Teil des ATP durch oxyda- 
tive Phosphorylierung entsteht, die offenbar durch CO, gehemmt wird, 
weil sie mit Reaktionen verknüpft ist, bei denen CO, frei wird. 

Da die durch den hohen CO,-Partialdruck (38 mm Hg) hervorgerufene 
Hemmung der Bildung von ATP im Licht schwächer ist als im Dunkeln, 
darf man annehmen, daß bei Helodea nicht nur durch die auch im Dunkeln 
ablaufende oxydative Phosphorylierung und die Substratphosphorylie- 
rung, sondern auch durch Photosynthese- Phosphorylierung ATP entstehen 
kann. 

Die experimentellen Befunde der CO,-Abhängigkeit der ®?P-Markie- 
rung stehen im übrigen mit den Versuchen von GRUBE (1953) an Helodea 
im Einklang, der im Licht bei Gegenwart von CO, eine wesentlich erhöhte 
Bildung des TES-löslichen organischen Phosphats gegenüber den CO,- 
Mangelversuchen fand. Die Hell-Dunkel-Unterschiede des TES-lös- 
lichen organischen Phosphats waren bei den Versuchen „mit CO,‘ am 
größten, bei denen „ohne CO,‘ aber auch verhältnismäßig groß. Aus 
diesem Grunde vermutete GRUBE einen „Zusammenhang des Phosphat- 
stoffwechsels mit dem unabhängig von der CO,-Aufnahme verlaufenden 
Anteil der Photosynthese‘. Diese Vermutung konnte in Ubereinstim- 
mung mit STREHLER (1953) von mir bestätigt werden, indem die Bildung 
großer Mengen an ATP und ADP im Licht auch in Abwesenheit von CO, 
beobachtet wurde. 

Zum Schluß sei noch die Frage beantwortet, warum in der vorliegen- 
den Arbeit nur ein Teil von den zu erwartenden P-haltigen Photo- 
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synthese-Produkten gefunden wurde. Hierzu ist einmal zu sagen, daß 
es offensichtlich auch BENson, CALVIN u. Mitarb. bisher noch nicht 
gelungen ist, die Beteiligung aller dieser P-Verbindungen an der Photo- 
synthese eindeutig zu beweisen. Weiterhin ist auffällig, daß insbesun- 
dere diejenigen P-Verbindungen, die im Calvin-Cyclus vor dem RuDP 
stehen, nicht radioaktiv markiert wurden, z. B. Ribulose-5-Phosphat, 
Seduheptulose-7-Phosphat und Seduheptulose-1,7-Diphosphat. Da diese 
Substanzen bei **PO{’-Zugabe von allen am Calvin-Cyclus beteiligten 
als letzte radioaktiv markiert werden, kann es sein, daß das 32P bei den 
Versuchen der vorliegenden Arbeit noch nicht soweit vorgedrungen war. 
Ferner könnte man — wie schon oben erwähnt — vermuten, daß die 
Photosynthese (und speziell die CO,-Assimilation) von Helodea zum 
mindesten teilweise anders verläuft als bei den von CALvIn untersuchten 
Objekten. Dies ist indessen nach den Ergebnissen der vorliegenden 
Arbeit sehr unwahrscheinlich. Dagegen dürfte es durchaus möglich sein, 
daß die Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen Teilreaktionen der 
Photosynthese — etwa infolge verschiedener Fermentkonzentrationen — 
bei Helodea andere Werte besitzen als bei den von CALVIN benutzten 
Versuchsobjekten. Ist beispielsweise bei Helodea die Geschwindigkeits- 
konstante für die Bildung einer bestimmten P-Verbindung viel kleiner 
als die für die Weiterreaktion in deren Folgeprodukt, so ist diese 32P- 
Verbindung hier dauernd in so kleinen Mengen vorhanden, daß sie nicht 
nachweisbar ist. So kann es kommen, daß ein Zwischenprodukt der 
CO,-Assimilation, das beispielsweise in Chlorella stets zu finden ist, bei 
Helodea nur deswegen nicht in Erscheinung tritt, weil hier die Geschwin- 
digkeitskonstanten der beteiligten Reaktionen andere Werte besitzen 
(vgl. auch WEICHART 1959). 


Außer den beiden eben genannten Gründen, die das Auffinden be- 
stimmter Zwischenprodukte verhindern können, gibt es noch zwei 
weitere, die mit der hier angewandten Methodik zusammenhängen. Ein- 
mal können P-Verbindungen mit besonders großen R,-Werten beim 
Entwickeln aus den Chromatogrammen herauslaufen, zum anderen 
besteht die Möglichkeit, daß einige organische P-Verbindungen mit dem 
anorganischen Orthophosphat koincidieren. 


So wurde beispielsweise bei Verwendung von wassergesättigtem Phenol als 
Laufmittel (Benson) eine P-Verbindung entdeckt, die — nach ihrem R,-Wert 
zu urteilen — Dioxyacetonphosphat sein dürfte. (Eine genaue Identifizierung 
wurde noch nicht vorgenommen.) Da diese Substanz sehr große Hell-Dunkel- 
Unterschiede zeigte (Hell: Dunkel = 15:1), steht ihre Beteiligung an der Photo- 
synthese außer Zweifel. Weiterhin konnte auf zweidimensionalen Chromatogram- 
men manchmal an der Stelle, wo sonst nur das anorganische Orthophosphat zu er- 
kennen war, neben diesem eine Reihe anderer P-Verbindungen beobachtet werden, 
die ebenfalls ziemlich große Hell-Dunkel-Unterschiede aufwiesen. Hierüber sind 
weitere Versuche erforderlich. 
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Zusammenfassung 

1. Zur Ermittlung der an der Photosynthese und der CO,-Assimila- 
tion von Helodea densa beteiligten P-Verbindungen wurde deren Bildung 
im Hellen und im Dunkeln sowie bei verschiedenen CO,-Partialdrucken 
untersucht. Hierbei diente radioaktives Phosphat (2P0,’) als ,, tracer‘. 

2. Für die Einlagerung des 3%PO/” in die Helodea-Blätter wurde eine 
Apparatur konstruiert, in der jede beliebige Gasatmosphäre innerhalb 
einiger Sekunden hergestellt werden konnte und die außerdem einen 
schnellen Flüssigkeitswechsel ermöglichte. 

3. Für die zweidimensionale papierchromatographische Auftrennung 
der in den Helodea-Extrakten enthaltenen P-Verbindungen wurde eine 
neue Laufmittel-Kombination (Butanol-Gemisch und Methylglycol- 
Gemisch) gefunden, die besonders saubere Trennungen lieferte. 

4. Es wurde festgelegt, unter welchen Bedingungen die für **P-Ver- 
bindungen gefundenen Analysenergebnisse auch für die entsprechenden 
3P_Verbindungen gelten. 

5. Im Licht wurden in Helodea-Blättern bedeutend größere Mengen 
an Phosphoglycerinsäure, Phosphorenolbrenztraubensäure, Glucose-1- 
und -6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-1,6-Diphosphat und 
Uridindiphosphat-Glucose gebildet als im Dunkeln. Aber auch bei 
Ribulose-1,5-Diphosphat und Adenosintriphosphat waren bei bestimm- 
ten Versuchszeiten die Hell-Dunkel-Unterschiede sehr groß. Phospho- 
glycerinsäure, Phosphorenolbrenztraubensäure, Glucose-l- und -6- 
Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-1,6-Diphosphat, Uridindiphos- 
phat-Glucose, Ribulose-1,5-Diphosphat und Adenosintriphosphat sind 
demnach an der Photosynthese von Helodea beteiligt. 

6. Blätter, in denen durch lange Dunkelbehandlung eine Verarmung 
an organischen P-Verbindungen eingetreten war, bildeten bei nachfolgen- 
der Belichtung besonders große Mengen dieser Substanzen. 

7. Durch Erniedrigung des CO,-Partialdruckes gegenüber dem der 
Luft wurde im Licht die Bildung von Phosphoglycerinsäure, Glucose-1- 
und -6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-1,6-Diphosphat und 
Uridindiphosphat-Glucose sehr stark herabgedrückt. Hieraus folgt, 
daß diese P-Verbindungen als Zwischenprodukte der CO,-Assimilation 
von Helodea anzusehen sind. 

8. Im Dunkeln zeigten Phosphoglycerinsäure, Glucose-1- und -6- 
Phosphat, Fructose-6-Phosphat und Fructose-1,6-Diphosphat bei einer 
Erniedrigung des CO,-Partialdruckes gerade das umgekehrte Verhalten 
wie im Licht. 

9. Die Bildung von Adenosintriphosphat nahm bei einer Erhöhung des 
CO,-Partialdruckes von 0,23 auf 38 mm Hg ab, und zwar im Licht weniger 
als im Dunkeln. Damit gewinnt die Photosynthese- Phosphorylierung, 
also die Bildung von ‚‚energiereichen‘‘ organischen P-Verbindungen 
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(z. B. Adenosintriphosphat) als eine Primarreaktion der Photosynthese, 
auch in lebenden Pflanzenzellen weiter an Wahrscheinlichkeit. 


Meinem sehr verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. W. Smmonis, möchte ich für 
die Anregung zu der vorliegenden Arbeit und für die mir stets zuteil gewordene 
Förderung herzlich danken. Der Deutschen Forsch inschaft bin ich für die 
gewährte finanzielle Unterstützung sehr zu Dank verpflichtet. 
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(Direktor: Prof. Dr. D. v. DENFFER) 


DIE SCHADIGUNG VON VICIA FABA-SAMEN DURCH 
TROCKNUNG — EIN UMKEHRBARER EFFEKT 


Von 
WALTER KLINGMULLER 
Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 2. November 1960) 


Daß Trockenheit die Lebensfähigkeit von Saatgut günstig beein- 
flußt, ist allgemein bekannt. In der Praxis wird empfohlen, den Luft- 
wassergehalt des Lagerraumes oder -behälters möglichst weit herunter- 
zudrücken und während der ganzen Lagerungszeit niedrig zu halten, 
um den Rückgang der Keimfähigkeit eines Saatgutpostens zu ver- 
zögern (Lowie 1953, 1954). Auf Einschränkungen und Ausnahmen hat 
kürzlich SCHOOREL (1958, 1959) hingewiesen. So werden einige Samen- 
arten der gemäßigten Zonen, vor allem aber die Samen vieler tropischer 
Pflanzen durch Trockenheit geschädigt. In diese Kategorie gehören 
offenbar auch die Samen von Vicia faba minor. Für sie konnten wir 
zeigen, daß bereits eine geringe Austrocknung über CaCl, im Exsiccator 
genügt, um die Keimfähigkeit herabzusetzen und Wurzel- und Sproß- 
wachstum beträchtlich zu verzögern (KLINGMULLER 1959, KLING- 
MÜLLER und LANE 1960). Im folgenden wird über Ergebnisse berichtet, 
die für die weitere Aufklärung dieser Erscheinung wichtig sind. 


Material und Methodik 


Als Material diente Vicia faba, var. minor, Throws M. S. Winter Beans (reine 
Linie Ernte 1958, Hybridsaatgut Ernte 1959) der Firma Hasler & Co., Ltd., Dunow, 
Essex, England!. 

Die Bohnen wurden verlesen, in gleiche Teile geteilt, und wo nicht anders an- 
gegeben, im Exsiccator mit oder ohne CaCl, als Trocknungsmittel bei 20 +1/,0 C 
3 Wochen im Dunkeln gelagert. Zur Bestimmung des Wassergehaltes wurden 
Proben von 20 Bohnen grob zerkleinert und 7 Tage bei 105°C getrocknet. In 
der Mehrzahl der Versuche wurde die Samenschale punktiert, und zwar seitlich 
an dem der Keimwurzel abgewandten Ende. Die Keimprüfungen wurden nach 
der offiziellen Vorschrift im Sandkeimbett durchgeführt (EGGEBRECHT 1949). Bei 
den Wachstumsversuchen kamen die Bohnen für die ersten 8 Std der Quellung 
in Gruppen zu 60 Stück in belüftetes quarzdestilliertes Wasser (20 +1/,0 C, Dunkel- 
heit). Längere Einquellzeiten verursachen unter anaeroben Bedingungen nach 
RıeGER und MicHAELıs (1958) Chromosomenaberrationen. Die vorgequollenen 
Bohnen wurden dann zu je 20 Stück in Töpfe mit feuchtem Sägemehl ausgepflanzt 
und bei 20 +1/,° C 11 Tage im Dunkeln bzw. 12 Tage im Licht (etwa 4500 Lux, 


1 Für die kostenlose Lieferung sei auch an dieser Stelle verbindlich gedankt. 
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Leuchtstoffröhren Typ Philips TL 65 W/32 De Luxe A 032) herangezogen. Den 
graphischen Darstellungen liegen Messungen an je 60 Bohnen (3 Tôpfe zu 20 Stück) 
zugrunde. Die Prüfung der Differenzen erfolgte mittels Varianzanalyse. Für die 
cytologische Untersuchung wurden die Bohnen in feuchtem Sand bei 20 +1/,0 C 
im Dunkeln angekeimt, die Wurzelspitzen für 6 Std in 0,05% Colchicin überführt 
(Evans et al. 1957), anschließend in Carnoy fixiert, feulgengefärbt, und als 
Quetschpräparate mittels Trockeneis 


(ConGER u. FAIRSCHILD 1953) in Euparal 70; Keimprozent 
haltbar gemacht. Ausgewertet wurden % u "TT 
25 vollständige Metaphaseplatten je 
Wurzelspitze und 4 Wurzelspitzen pro 
Behandlungsart. 80 L en Br 
uellung und Keimung 
T 


Quellung und Keimung der bei- 


: Br A 60}- 
den gepriiften Linien verlief unter- 
schiedlich (Abb. 1). Die Keimschnel- 
ligkeit (Keimprozent nach 4 Tagen, d 

7 I 


EGGEBRECHT 1949) der reinen Linie 
(Wassergehalt 11,6%) betrug für 
unpunktierte Samen 71% , die Keim- 
fähigkeit (Keimprozent nach 10 Ta- #7 
gen) 81%. Die Keimschnelligkeit 
des Hybridsaatguts (Wassergehalt 
11,8%) betrug 80%, seine Keim- he 0 u à | Ey 
fähigkeit 97%. 
Punktieren steigerte die Keim- 5e ae 

# ‘ 5 Abb.1. Keimprozent von Vicia faba var. 
schnelligkeitdes Hybridsaatgutesauf — minornach 4 Tagen und 10 Tagen im Sand- 
96%, blieb hingegen bei Samen der con’ ee 2 
reinen Linie wirkungslos. Ursache bzw. unpunktiert (0) 
für die unterschiedliche Wirkung des 
Punktierens war ein Unterschied in der Hartschaligkeit der Samen. Ein 
hoher Prozentsatz des Hybridsaatgutes begann die Wasseraufnahme stark 
verzögert oder gar nicht (Abb. 2). Über Hartschaligkeit bei Leguminosen 
vgl. Barton 1947, CROCKER und Barron 1953, sowie Burns 1959. Im 
vorliegenden Fall wird die Hartschaligkeit durch das Punktieren über- 
wunden. Die Entwicklung der Samen innerhalb einer Probe beginnt 
dann gleichzeitig und verläuft beim Hybridsaatgut wesentlich schneller 
als bei Samen der reinen Linie. Es hat sich gezeigt, daß bei stärkerer 
Austrocknung auch die Samen der reinen Linie hartschalig werden 
(Wassergehalt 9%). 

Das Punktieren muß direkt vor dem Einquellen geschehen, da Punk- 
tieren mehrere Wochen vorher einen schädigenden Einfluß hat. Er 
macht sich besonders bei stark getrocknetem Material in einer Reduk- 
tion von Sproß- und Wurzellänge gegenüber Keimlingen von kurz vor 
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Abb. 2. Wasseraufnahme des Hybridsaatgutes während der ersten 24 Std der Quellung 
in Prozent des Trockengewichtes. Punktierte Samen und 2 verschiedene Proben von 
unpunktierten Samen. Letztere veranschaulichen die durch Hartschaligkeit der Samen 
bedingten Schwankungen im Quellverlauf falls nicht punktiert wird 





a b 


Abb. 3a u. b. Reduktion von SproB- und Wurzellänge nach Trocknen der Samen. a 12 Tage 
alte Pflanzen, die aus Samen mit 8,2 % Wassergehalt gezogen wurden. Die 20 Bohnen der 
Probe wurden nach der Sproßlänge geordnet, abgebildet sind Nr. 3, 9, 10 und 18. 

b Kontrolle zu 3a. Wassergehalt der Samen zu Quellbeginn 12,5 % 
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dem Quellen punktierten Samen bemerkbar (p Sproß- und Wurzel- 
reduktion 0,01—0,001, 11 F. G.). Auch bei Material von mittlerem Wasser- 
gehalt deutet sich der Effekt an (p Sproßreduktion = 0,05, 11 F.G.). 
Versuche, die Hartschaligkeit durch Vorquellen der Samen in Pril 
(0,5 g/Liter für 90 min) zu überwinden, verliefen negativ. Für alle folgen- 
den Untersuchungen wurden direkt vor dem Quellbeginn punktierte 
Samen benutzt. 
Wachstum 

Der schädigende Einfluß der Samentrocknung auf die Keimung und 

auf das Wachstum der Keimlinge bestätigte sich erneut (Abb. 3 und 4). 











Abb. 4. Reduktion von Sproß- und Wur- I v/a 
zellänge nach Trocknen der Samen und M A 
Aufhebbarkeit des Effektes durch Rück- 27 A 8 8 
quellung. Versuch I gemessen nach 12tägi- 
gem Wachstum im Licht, Versuch II 
nach 11tägigem Wachstum im Dunkeln 
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So betrug die mittlere Sproßlänge von Bohnen, die aus Samen mit 
8,6% Wassergehalt gezogen wurden, am 12. Tag 11,3 cm, die Wurzel- 
länge 14,6 cm, im Gegensatz zu 16,5 bzw. 20,2 cm bei Pflanzen aus 
Samen mit 11,7% Wassergehalt (p Sproßreduktion < 0,05, p Wurzel- 
reduktion < 0,01, 11 F.G.). 

Als neuer, bemerkenswerter Befund kommt hinzu, daß die durch 
das Trocknen gesetzte Schädigung vollständig aufgehoben werden kann. 
In den der Abb. 4 zugrunde liegenden Versuchen wurde ein Teil der 
getrockneten Bohnen nicht sofort eingequollen, sondern mehrere Wo- 
chen in Zimmerluft gelagert. Der Wassergehalt der Samen stieg 
dabei wieder an und näherte sich dem entsprechend gelagerter Kon- 
trollen (Rückquellung). Solche rückgequollenen Bohnen stimmten in 
Sproß- und Wurzelwachstum vollständig mit den Kontrollen überein. 
Die noch auftretenden Differenzen waren nicht signifikant (p> 0,05). 





Tabelle 1. Endanalysen zum Sproß- und Wurzelwachstum 















































Variationsursache | Sa. | FG. en P 
Versuch I: a) Sproßlängen 
Feuchtigkeit ........ 19220,16 | 3 6406,72 | 6,82 | 0,05—0,01 
Wiederholungen. . . . . . . 2177,81 2 1088,90 | 1,16 >02 
Rest (Feuchtigkeit x Wieder- 
A ea 5637,05 6 939,51 
b) Wurzellängen 
Feuchtigkeit ........ 26679,70| 3 8893,23 |14,87 | 0,01—0,001 
Wiederholungen... . . . . 1158,76 2 579,38 | 0,97 > 0,2 
Rest (Feuchtigkeit x Wieder- 
nn . ss ee 3588,40 6 598,07 
Versuch II: a) Sproßlängen 
>.) oe: ee 28 886,97 3 9628,99 | 5,52 | 0,05—0,01 
Wiederholungen . ...... 2990,89 3 1495,44 | 0,86 >0,2 
Rest (Feuchtigkeit x Wieder- 
nn ieee a 10463,99 6 1744,00 
; b) Wurzellangen 
Feuchtigkeit ........ 7317,23| 3 2439,08 | 2,30 | 0,2—0,05 
Wiederholungen... . . . . 1529,77 2 764,88 | 0,72 > 0,2 
Rest (Feuchtigkeit x Wieder- 
nn 6368,91 | 6 1061,48 
Differenzentabelle zu den Endanalysen 
K | c | KR | CR Summe 
Versuch I: a) SproBlängen 
314,7+ 62,6- 179,4- 992,1 K 
252,1+ 135,3- 677,4 C 
116,8- 929,5 KR 
812,7 CR 
V+ = 209, V++— 345 
b) Wurzellängen 
325,7++ 37,8- 110,5- 1201,3 K 
363,5++ 215,2+ 875,6 C 
148,3- 1239,1 KR 
1090,8 CR 
V+ = 167, V++ = 276 
Versuch II: a) SproBlangen 
367,6+ 73,1- 26,2- 1143,4 K 
294,5+ 341,4+ 775,8 C 
46,9 1070,3 KR 
1117,2 CR 
V+ = 283, V++ = 470 
b) Wurzellängen 
181,2- 67,57 166,0- 919,6 K 
113,7- 15,2- 738,4 C 
98,5 852,1 KR 
753,6 CR 

















V+=221, V++ = 367 
Symbole: C=getrocknete Bohnen; K=ungetrocknete Bohnen (Kontrolle 
zu C); CR=getrocknete und anschließend rückgequollene Bohnen; KR = unge- 
trocknete Bohnen (Kontrolle zu CR); V*=p<0,05; V++=p<0,01. 
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Tabelle 1 gibt die Endanalysen und Differenzentabellen zur Varianz- 
analyse für zwei solcher Versuche, getrennt nach Sproß- und Wurzel- 
längen. Der Trocknungsschaden war in Versuch II nur bei den Sprossen 
signifikant. Gegen die Prüfung der Differenzen mittels Varianzanalyse 
könnte geltend gemacht werden, daß dies streng genommen nur dann 
erlaubt ist, wenn die zugrunde liegenden Meßwerte in etwa der Normal- 
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Abb. 5a u.b. Anzahl Bohnen je Längenklasse 

von 3 cm, getrennt nach Sproß (a) und Wurzel (b). 8 

Populationen von 60 Stück. Wachstum für 

11 Tage im Dunkeln. J Kontrolle (Wassergehalt 

bei Quellbeginn 11,9%), II getrocknete Bohnen 0 





(Wassergehalt bei Quellbeginn 8,1%), III ge- L ange 
trocknete und anschließend rückgequollene 
Bohnen (Wassergehalt bei Quellbeginn 12,4 %) b 


verteilung folgen. Eine entsprechende Aufgliederung führte zu Abb. 5. 
In jhr sind für einen der beiden Versuche die Anzahl Bohnen je Längen- 
klasse von 3 em getrennt nach Sproß- und Wurzellängen aufgetragen 
(Kontrollbohnen, getrocknete und rückgequollene Bohnen). 'Die Längen 
der Kontrollbohnen sind normalverteilt. Bei den getrockneten Bohnen 
ergibt sich eine mehr oder weniger scharfe Aufteilung der Population in 
2 Gruppen, deren eine wenig gestörtes Wachstum, deren andere fast 
vollständig gehemmtes Wachstum zeigt. Rückgequollene Bohnen ent- 
sprechen den Kontrollen (Normalverteilung). 


Cytologische Untersuchung 
Die Keimung der getrockneten Bohnen begann verzögert (Durch- 
bruch der Keimwurzel am 3. Tag, bei den Kontrollen am 2. Tag). Die 
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(Lange 0,8 cm). 
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ersten Mitosen waren bei den Kontrollen an Wurzeln von >0,6 cm zu 
beobachten. Zur Prüfung auf Chromosomenaberrationen wurden 3 Tage 





Abb.6a u.b. Metaphaseplatten von 3 Tage alten Wurzelspitzen getrockneter Bohnen 
6 Std Colchiein, Feulgen-Färbung, Vergr. 1440 x. 
b Chromatidentranslokation 7’ (Mm) 
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Abb. 7. Länge der Keimwurzeln getrockneter Bohnen nach 2tägigem Wachstum (26 Bohnen) 


Darstellung mittels gleitender Klassen der Breite, 
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alte Wurzelspitzen der getrockneten Bohnen mit einer Länge von 0,6 bis 
0,9 cm ausgewählt. Nur eine einzige Aberration wurde gefunden (Chro- 
matiden-Translokation 7’, Mm, auf 100 normale Metaphasen, Abb. 6). 

Die Analyse der Wurzelspitzenlängen von Trockenbohnen mittels 
gleitender Klassen (Abb. 7) läßt erkennen, daß nach 2tägiger Keimung 
eine eingipflige Verteilung vorliegt (Mittelwert bei 4,5 mm Wurzellänge). 
Sie geht bis zum folgenden Tag in eine zweigipflige Verteilung über, wie 
sie schon in Abb. 5 für 12 Tage alte Pflanzen nachgewiesen wurde. In 
Abb. 7 ist neben der Normalverteilung von Längen 2 Tage alter Wurzel- 
spitzen die Verteilung der Längen am 4. Tage der Keimung gezeigt. 

Diese Aufgliederung der Population bei der Keimung läßt es mög- 
lich erscheinen, daß die auf Chromosomenaberrationen geprüften Wurzel- 
spitzen zu nur wenig geschädigten Bohnen gehörten (2. Gipfel). Es 
wurden deshalb zusätzlich Wurzelspitzen geprüft, die nach 4tägigem 
Wachstum eine Länge von 0,5—0,6 cm besaßen. Dies entspricht dem 
1. Gipfel der Kurve IT in Abb. 7 und damit den schwer geschädigten 
Bohnen. Die Zellen in diesen Wurzelspitzen befinden sich jedoch noch 
in Interphase. Teilungen waren nicht zu beobachten. 


Deutung der Befunde 

HABER und ToLBERT (1959) haben kürzlich mittels S® und P*? 
gezeigt, daß bei Salatsamen infolge von Hartschaligkeit der Eiweiß- 
und Nucleinsäurestoffwechsel verzögert beginnt. Sie konnten diese Ver- 
zögerung durch Punktieren ausschalten. Eine Deutung des Trocknungs- 
schadens bei Vicia-Samen auf dieser Basis scheidet aus, weil der Schaden 
bei punktierten und unpunktierten Samen in gleicher Weise deutlich 
wird. Die getrockneten Samen bleiben trotz des Punktierens bei der 
Keimung hinter den nicht getrockneten zurück. 

GENKEL und CHAo SHIH-Hsü (1958) fanden, daß bei Austrocknung 
von Kaffee-Samen (4 Tage über 50%iger Schwefelsäure) die Plasmo- 
desmen zwischen den Zellen des Embryos reißen. Sie führen die starke 
Keimschädigung von Kaffee-Samen bei Austrocknung darauf zurück. 
Bei fettreichen Samen können durch extreme Austrocknung Fettabbau- 
produkte entstehen (Ranzigwerden). Diese könnten über eine Vergiftung 
des Stoffwechsels zu Wachstumsstörungen führen (Konzak, mündliche 
Mitteilung). Diese und die vorherstehende Deutungsmöglichkeit fallen 
aus, weil der Effekt, wie gezeigt wurde, reversibel ist. 

Nach Bünnıne und BAUER (1952) sind bei Digitalis-Samen jahres- 
periodische Schwankungen der Keimfähigkeit mit Schwankungen im 
Wassergehalt der Samen verbunden, wobei dem Minimum des Wasser- 
gehaltes ein Minimum der Keimbereitschaft entspricht. Man könnte 
danach vermuten, daß der Trocknungsvorgang bei Vicia-Samen eine 
Keimruhe induziert, die sich in der beobachteten Keimungs- und Wachs- 
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tumsverzögerung auswirkt. Bereits die Untersuchungen BÜNNINGs und 
BAUERs zeigten aber, daß auch Samen ohne eine derartige Korrelation 
vorkommen (Lepidium). Für Samen von Dactylis wurde inzwischen sogar 
die gegenteilige Korrelation gefunden (KuMMEROW 1960). Gegen eine 
troeknungsinduzierte Keimruhe spricht die Tatsache, daß getrocknete 
Samen von Vicia faba minor gegen Röntgenstrahlen empfindlicher sind 
als solche mit mittlerem Wassergehalt (KLINGMULLER 1959, 1960a und b). 
Darauf soll in einer folgenden Arbeit ausführlicher eingegangen werden. 

In ganz andere Richtung weisen Ergebnisse von Messungen, bei 
denen an Bohnen von verschiedenem Wassergehalt die Geschwindigkeit 
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Abb. 8. Wasseraufnahme getrockneter Bohnen und ungetrockneter Bohnen während der 
ersten 31 Std der Quellung. Punktierte Samen mit 6,9% Wassergehalt (+) 
und 12,8 % Wassergehalt (0) bei Quellbeginn 


der Wasseraufnahme bei der Quellung verfolgt wurde (Abb. 8). Es 
zeigte sich, daß..die Wasseraufnahme ‘bei den getrockneten Bohnen in 
den ersten 24 Std wesentlich schneller verläuft als bei Bohnen von mitt- 
lerem Wassergehalt. Es wäre möglich, daß eine übereilte Wasserauf- 
nahme zu Beginn der Quellung den Embryo schädigt, was bereits 
WERCKMEISTER (1934, 1936, zitiert nach KARTASCHOFF) bei Samen von 
Iris in Erwägung gezogen hat. Die vollständige Reversibilität des Scha- 
dens spricht für einen derartigen Mechanismus. Weitere Untersuchungen 
an anderen Samenarten sind notwendig, um diesen Deutungsvorschlag 
zu überprüfen. 
Diskussion 

Wichtig erscheinen uns die vorstehend mitgeteilten Ergebnisse in 
doppelter Hinsicht: 

Erstens haben bereits vor längerer Zeit Gray und SCHOLES (1951) 
darauf hingewiesen, daß die bei Vicia faba durch Röntgenstrahlen in- 
duzierte Wachstumshemmung eng mit Schädigungen des Chromosomen- 
satzes korreliert ist. Dies wurde in letzter Zeit von NEARY et al. (1959), 
Reap (1959) und CAaLpecorr (1960) erneut herausgestellt, während 
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Wourr (1960) gegenteilige Ergebnisse erhielt. Im vorliegenden Fall 
handelte es sich ebenfalls um eine Wachstumshemmung, doch besteht 
dabei im Gegensatz zu der durch Röntgenstrahlen bewirkten Hemmung 
keinerlei Zusammenhang mit Chromosomenaberrationen. Eine Hem- 
mung des Längenwachstums bei Vicia faba braucht demnach nicht un- 
bedingt mit Chromosomenaberrationen gekoppelt zu sein. Letztere sind 
nur eine mögliche, nicht aber eine notwendige Voraussetzung für die 
Hemmung des Längenwachstums von Sproß und Wurzel. Die Angaben 
von WoLFF gewinnen dadurch an Interesse. 

Zweitens ist seit einigen Jahren bekannt, daß im Gegensatz zu 
früheren Vorstellungen extrem trockene Samen gegen Röntgenstrahlen 
sehr viel empfindlicher sind als Samen mit mittlerem Wassergehalt 
(CALDEcCOTT 1955, EHRENBERG 1955). Seither haben zahlreiche Autoren 
diesen bemerkenswerten Effekt studiert, in der Hoffnung, an extrem 
trockenen Samen in eleganter Weise Aufschluß über die physikalischen 
und biochemischen Primärvorgänge der Strahlenwirkung zu erhalten. 
Man denkt dabei an die strahlenbedingte Erzeugung freier Radikale und 
deren schädigende Wirkung im trockenen Samen, in dem sie eine längere 
Lebensdauer besitzen (A.und L. EHRENBERG 1958, KLINGMÜLLER et.al. 
1959). Über eine schädigende Wirkung der Trocknung selbst wurde in 
diesem Zusammenhang bisher von anderen Autoren nicht berichtet. 

Unsere Ergebnisse zeigen, daß bei allen derartigen Untersuchungen 
dem unmittelbaren Einfluß der Trocknung Beachtung geschenkt werden 
muß. Einerseits können ohne solche Rücksichtnahme erhebliche Irrtümer 
entstehen, andererseits ist es durchaus möglich, daß für die Deutung 
der erhöhten Strahlenempfindlichkeit von trockenen Samen nicht nur 
Radikalwirkungen in Frage kommen, sondern auch andere Ursachen, die 
zunächst weniger ,,interessant“ anmuten mögen, eine Rolle spielen. 
Genannt seien hier die Auswirkung besonders rascher Quellung auf den 
noch unmodifizierten Strahlenschaden, oder die Entstehung sensibili- 
sierender Stoffwechselprodukte während der Trocknung (BowEn 1960). 


Summary 

"1. Seeds of Vicia faba minor are damaged by drying them over CaCl, 
at 20° to water contents below about 9%. The damage is shown by 
a slowing down of germination and a reduction of shoot and root length 
measured at the 11th. or 12th day of growth. 

2. Arranging the growth data in classes according to shoot and root 
length results in a normal distribution for those from medium water 
content seeds and a bimodal distribution for those from dry seeds. 

3. Seeds which had been dried and brought back to medium water 
content by storing them in the room, produced normal seedlings closely 
corresponding to the controls. 
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4. No chromosome damage was observed in seediings grown from 
dry seeds. 

5. Water uptake in dry beans is more rapid during the first 24 hours 
of soaking than in beans of medium water content. This, seen in com- 
bination with point 3, suggests that the observed damage may be caused 
by the abnormally rapid water uptake of the dried embryo during the 
early soaking period. 

Ich danke Herrn Professor Dr. A. STÂHLIN vom Institut für Grünlandwirt- 
schaft unserer Universität für Durchsicht des Manuskriptes und wertvolle Hin- 


weise, der Deutschen Forsch inschaft für finanzielle Unterstützung dieser 
Untersuchungen und Fräulein DreruinD BARTELS für technische Assistenz. 
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ÜBER DEN EINFLUSS DES LICHTS AUF DIE CAROTINOIDBILDUNG 


VON FUSARIUM AQUAEDUCTUUM 
Von 
D. EBERHARD, W. Rav und C. ZEHENDER 
Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 29. Oktober 1960) 


Einleitung 

Die Färbung zahlreicher Mikroorganismen durch Bildung von Caro- 
tinoiden erfolgt meist in völliger Dunkelheit, also unabhängig vom Licht; 
nur bei wenigen konnte bisher festgestellt werden, daß Licht die Caro- 
tinoid-Synthese fördert oder dazu unbedingt notwendig ist. Phycomyces 
blakesleeanus bildet nach Garton, Goopwin u. Lisinsky (1951) und 
nach CHICHESTER, WonG u. MACKINNEY (1954) im Licht doppelt soviel 
Farbstoff wie im Dunkeln; auch bei Penicillium sclerotiorum (MAsE, 
RABOURN u. QUAKENBUSH 1957) wirkt das Licht fördernd. CARLILE 
(1956) fand nur in belichteten Kulturen von Fusarium oxysporum 
Carotinoide, ebenso IsHi u. AKAGI (1948) bei Neurospora sitophila; nach 
CopNER und PLATT (1959) bilden 48 Stämme von Cephalosporium nur 
im Licht Carotinoide. Am eingehendsten wurde der Einfluß des Lichts 
auf die Carotinoidbildung an Neurospora crassa untersucht. Nach 
Haxo (1955) wird bei Neurospora crassa im Dunkeln kein Farbstoff 
gebildet; ZALOKAR (1954, 1955) fand an konidienfreien Kulturen, daß 
schon eine Belichtung von 1 min ausreicht, um in anschließender 
Dunkelheit eine Farbstoffbildung anzuregen. Es sind demnach minde- 
stens 2 Phasen der Carotinoid-Bildung zu unterscheiden: Eine Primär- 
reaktion, in der das Licht einen noch unbekannten ‚angeregten Zustand“ 
schafft und eine Sekundärreaktion, in der dann auch im Dunkeln die 
Pigmente gebildet werden. Nach ZALoKAR (1955) reicht bereits eine 
Belichtungszeit von 10 min bei einer für Neurospora crassa relativ hohen 
Lichtintensität (14 Watt-Leuchtstoffröhre in 70 em Abstand) aus, um 
in der anschließenden Dunkelperiode maximale Farbstoffbildung zu 
erzielen; bis zu 6 min war die gebildete Carotinoidmenge der Belich- 
tungszeit linear proportional. Bei Versuchen, die die Gültigkeit der 
Produktenregel prüfen sollten, zeigte sich, daß gleiche Lichtmengen 
nicht die Bildung gleicher Farbstoffmengen hervorrufen, sondern daß 
längere Belichtungszeiten bei gleicher Lichtmenge wirksamer sind. 
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Fusarium aquaeductuum enthält Carotinoide, die ebenfalls nur im 
Licht gebildet werden (Rav u. ZEHENDER 1959). In der vorliegenden 
Arbeit wird über die Abhängigkeit der Carotinoidbildung von Licht- 
intensität und Lichtmenge berichtet. 


Material und Methodik 


Zu den Versuchen wurde der bereits früher (Rav u. ZEHENDER 1959) 
erwähnte Stamm von Fusarium aquaeductuum verwendet. 


Die Anzucht erfolgte in Erlenmeyerkolben mit 3%iger Malzextraktnährlösung 
auf der Schüttelmaschine bei 22°C und völliger Dunkelheit. Bei Versuchsbeginn 
waren die Pilze jeweils 21/, Tage alt, da nach Vorversuchen in diesem Alter die 
höchste Ausbeute an Farbstoff (gemessen als Extinktion pro Trockengewicht) 
erzielt werden konnte. 

Die Pilze wurden auf einer Nutsche aus der Nährlösung abfiltriert, mit Aqua 
dest. mehrmals gewaschen und anschließend in Phosphatpuffer (1/75 mol; px 5,6) 
suspendiert. Je 150 ml dieser Pilzsuspension wurden in Gaswaschflaschen gefüllt 
und unter dauernder Belüftung zur Farbstoffbildung dem Licht ausgesetzt. Dem 
Pilz stand also während der Farbstoffsynthese keine Kohlenstoff- und keine Stick- 
stoffquelle im Außenmedium zur Verfügung. 

Die Belichtung erfolgte in einem Konstantraum (20°+1/2°) mit 3 Leuchtstoff- 
röhren [Osram HNT (2x) und HNW (1x), 65 Watt]; die entsprechenden Licht- 
intensitäten wurden durch Variieren des Abstands der Gaswaschflaschen von der 
Lichtquelle hergestellt. Gemessen wurde die Lichtintensität mit einer geeichten 
Photozelle. Im Dunkeln standen die Pilze ebenfalls in einem Konstantraum von 20°. 

Zur Bestimmung der gebildeten Carotinoidmenge wurde der Pilz aus dem 
Phosphatpuffer abgenutscht und das Mycel mit Hilfe eines Homogenisators nach 
POTTER u. ELVEHJEM mit Aceton mehrmals extrahiert. Aus dem durch Zentrifu- 
gieren geklärten Acetonextrakt wurde der Farbstoff durch Zugabe von Wasser 
in Petroläther übergetrieben und mit Wasser mehrmals gewaschen. Die Extinktion 
des in 10 ml Petroläther (Sp. 30—50° C) gelösten Gesamtfarbstoffes wurde in 
l cm-Cuvetten in einem Beckman-Spektralphotometer (Modell B) im Bereich 
zwischen 450 und 500 my im Abstand von 2,5 my gemessen; die Meßwerte bei den 
einzelnen Versuchen bedeuten Extinktion im Absorptionsmaximum. 

Jeweils 5 ml der Pilzsuspension wurden zur Trockengewichtsbestimmung in 
Wägegläschen 24 Std bei 105° und anschließend im Exsiccator über CaCl, getrock- 
net. .Die Stickstoffbestimmung erfolgte nach KJELDAHL. 


Zu Beginn jedes Versuches, d. h. wenn die Pilze aus der Nährlösung 
abgénutscht waren, wurde von einer Probe der Farbstoffgehalt bestimmt; 
der Extrakt war immer praktisch farblos. Auch die bei jedem Versuch 
mitgeführten Dunkelproben enthielten bei Versuchsende nur Spuren 
von Carotinoiden. Der geringe Farbstoffgehalt dürfte darauf zurück- 
zuführen sein, daß nicht in vollständiger Dunkelheit gearbeitet werden 
konnte; die Menge war in jedem Fall sehr gering und damit zu vernach- 
lässigen. 


Ergebnisse 


1. Der Verlauf der Farbstoffbildung bei verschiedenen Lichtintensi- 
täten. Bei jedem Versuch wurden 10—12 Pilzproben Dauerlicht von 
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3000, 6000 und 12000 Lux ausgesetzt; nach verschiedenen Zeiten wurden 
einzelne Proben entnommen und der Farbstoffgehalt bestimmt. Die Er- 
gebnisse sind in Abb. 1 zusammengestellt. Bei allen 3 Lichtintensitaten 
verläuft die Carotinoidbildung gleichsinnig : Bis etwa zur 5. Std steigen die 
Kurven steil an, nach etwa 8 Std ist bereits die maximale Farbstoffmenge 
gebildet. Auch bei Fortsetzung der Versuche bis zu 36 Std konnte 
keine weitere Zu- oder Abnahme der Carotinoide festgestellt werden. 

Das Absorptionsmaximum 
des Gesamtfarbstoffs ver- 
schiebt sich im Verlauf der 
Carotinoidbildung etwas vom 
kürzer- zum längerwelligen 
Bereich. Dies deutet darauf 
hin, daB die einzelnen Caro- 
tinoide nicht gleichmäßig 
schnell gebildet werden, wie 
das schon ZALOKAR (1954) für 
Neurospora crassa fand. Un- 
tersuchungen darüber sind 
zur Zeit im Gang. 

0 Da Proben, die mit 3000 
Abb. 1. Verlauf der Farbstoffbildung im Dauer- oder 6000 Lux belichtet — 

licht bei verschiedenen Lichtintensitäten den, auch bei längerer Licht- 

einwirkung nicht die Farb- 
stoffmenge der Proben bei 12000 Lux bilden, scheint die maximal 
erreichbare Farbstoffmenge von der Lichtintensität abzuhängen. In- 
wieweit die Carotinoidbildung von der Lichtmenge abhängt, wurde in 
den folgenden Versuchen untersucht. 

2. Abhängigkeit der Farbstoffbildung von der Liehtmenge. ZALOKAR 
(1955) und CARLILE (1956) hatten gefunden, daß bei Neurospora crassa 
bzw. Fusarium oxysporum die Carotinoidbildung nach Belichtung in 
der daran anschließenden Dunkelheit weiterläuft. Es mußte deshalb 
zunächst geprüft werden, ob bei Fusarium aquaeductuum entsprechende 
Verhältnisse vorliegen und nach welcher Zeit die Farbstoffbildung abge- 
schlossen ist. 

Zu diesem Zweck wurden Proben bei 20° 1 Std mit 12000 Lux 
belichtet, anschließend in Dunkelheit gebracht und wie in den vorher- 
gehenden Versuchen der zeitliche Verlauf der Carotinoid-Synthese 
untersucht. 

Das Ergebnis ist in Abb. 2 dargestellt. Wie daraus zu ersehen ist, 
ist am Ende der Lichtperiode ()) noch keine nennenswerte Farbstoff- 
bildung festzustellen. Der weitere Verlauf der Kurve entspricht genau 
den Kurven für die Carotinoid-Synthese unter Dauerlicht; die maximal 
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erreichbare Farbstoffmenge ist bereits nach 8 Std praktisch vollständig 
gebildet. 

Für die folgenden Versuche wurden deshalb Proben mit 3000, 6000 
und 12000 Lux 7!/, min bis 8 Std lang belichtet und bis zu 24 Std 
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Abb. 2. Verlauf der Farbstoffbildung im Dunkeln nach 1stündiger Belichtung. 
(Pfeil: Ende der Belichtung) 


nach Versuchsbeginn im Dunkeln belassen. SchlieBlich wurde die 
Farbstoffmenge bestimmt. Abb. 3 zeigt die Ergebnisse. 

Die in Gruppen zusammengefaBten Säulen repräsentieren Proben, 

die mit derselben Lichtmenge (Produkt Intensität x Zeit; angegeben 
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Abb. 3. Abhängigkeit der Farbstoffbildung von der Lichtmenge 























in Lux-Stunden) bestrahlt wurden. Sie zeigen, daß im Gegensatz zu 

den Befunden von ZALOKAR (1955) gleiche Lichtmengen die Bildung 

gleicher Carotinoid-Mengen bewirken, unabhängig davon, wie das 

Produkt aus Intensität x Zeit gebildet wurde. Die Abszisse ist in 
Planta, Bd. 56 20a 
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logarithmischer Teilung gezeichnet; da die gestrichelte Linie, die die 
12000 Lux-Säulen miteinander verbindet, eine Gerade ist, ergibt sich, 
daß die gebildeten Farbstoffmengen dem Logarithmus der Lichtmenge 
proportional sind. Diese Abhängigkeit gilt allerdings nur bis zu einer 
Belichtungszeit von 4 Std bei allen 3 Lichtintensitäten. Eine Belichtung 
über 4 Std hinaus ist unwirksam, wie der Vergleich mit den unter 
24stündigem Dauerlicht erreichten Maximalfarbstoffmengen zeigt. 

3. Versuche zur zeitlichen Begrenzung der Liehtwirkung. Nach den 
bisherigen Befunden erhob sich nun die Frage, warum nach der 4. Std 
gebotenes Licht keine weitere Farbstoffbildung bewirkt. 
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Abb. 4. Farbstoffbildung bei verschieden langer Dunkelvorbehandlung und anschlieBender 

3stiindiger Belichtung; Bestimmung der Farbstoffmenge 24 Std nach der Belichtung. 
(Abszisse: Dauer der Dunkelvorbehandlung) 


Die Möglichkeit einer Selbstvergiftung des Pilzes durch in das 
Außenmedium abgeschiedene Stoffwechselprodukte konnte dadurch 
ausgeschlossen werden, daß unter Dauerlicht während der Farbstoff- 
bildung mehrmals ausgewaschene und in frischem Phosphatpuffer 
suspendierte Pilzproben keine größeren Carotinoidmengen als in der 
gleichen Lösung belassene Proben lieferten. Auch eine py-Verschiebung 
im Medium, die zu einer Hemmung der Farbstoffbildung hätte führen 
können, fand nicht statt. 

Orientierende Versuche, bei denen während der Farbstoffbildung 
Zucker geboten wurde, ergaben eine kräftige Steigerung derselben. Es 
konnte deshalb vermutet werden, daß die Pilze während des Versuches 
an für die Carotinoid-Synthese notwendigen Reservestoffen verarmen. 
Aus der Tatsache, daß das nach der 4. Std gebotene Licht keine weitere 
Farbstoffbildung bewirkt, könnte weiterhin geschlossen werden, daß 
die Verarmung nach 4 Std so weit fortgeschritten ist, daß keine ,,Vor- 
stufen‘ für die Carotinoid-Synthese mehr zur Verfügung stehen. Um 
dies zu prüfen, wurde folgender Versuch angestellt: Die Pilze wurden, 
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nachdem sie aus der Nährlösung in Phosphatpuffer übertragen worden 
waren, nicht sofort belichtet, sondern erst verschieden lang im Dunkeln 
belassen und dann 3 Std mit 12000 Lux belichtet. Die Bestimmung 
der Farbstoffmenge erfolgte 24 Std nach der Belichtung. Das Ergebnis 
ist aus Abb. 4 zu ersehen. Die gebildete Farbstoffmenge nimmt zwar 
um so mehr ab, je später die Pilze belichtet werden, sie beträgt aber bei 
Belichtung nach 4 Std noch rund 80% und nach 12 Std immerhin etwa 
50% der Kontrolle, die sofort bei Versuchsbeginn 3 Std belichtet wurde. 
Eine Verarmung, die bereits nach 4 Std die Farbstoffbildung limitiert, 
ist demnach ausgeschlossen. Weitere Untersuchungen zur Klärung 
dieser Frage sind im Gange. 


Zusammenfassung 
1. Bei dem Wasserpilz Fusarium aquaeductuum wurde der Einfluß 
von Lichtintensität und Lichtmenge auf die Carotinoidbildung unter- 
sucht. 
2. 21/, Tage alte Pilze wurden in Phosphatpuffer suspendiert, in 
Gaswaschflaschen unter ständiger Durchlüftung belichtet und nach ver- 
schiedenen Zeiten der Gesamtfarbstoffgehalt bestimmt. 


3. Die im Dauerlicht gebildete Farbstoffmenge ist von der Licht- 
intensität abhängig und erreicht bereits nach etwa 8 Std den höchsten 
Wert, der sich auch bei längerer Belichtungszeit nicht mehr ändert. 


4. Die Farbstoffbildung läuft nach kurzer Belichtung auch im Dun- 
keln weiter. Gleiche Liehtmengen bewirken die Bildung gleicher Farb- 
stoffmengen im Bereich zwischen 1500 und 48000 Lux:Stunden. Dies 
gilt bei allen angewandten Lichtintensitäten allerdings nur bis zu einer 
Belichtungszeit von etwa 4 Std; eine Weiterbelichtung nach der 4. Std 
ist wirkungslos. 


5. Diese Begrenzung auf 4 Std beruht nicht auf einer Selbstvergiftung 
der Pilze. Gegen die Möglichkeit einer Verarmung an Reservestoffen 
spricht, daß Proben, die erst nach 4stündiger Dunkelheit belichtet 
wurden, noch etwa 80% der Farbstoffmenge sofort belichteter Pilze 
bildeten. 
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Seitdem pflanzliche Streckungswuchsstoffe in den 20er Jahren nach- 
gewiesen wurden (WENT 1928), ist ihr Wirkungsmechanismus immer 
wieder Gegenstand von Überlegungen und vieler Hypothesen geworden. 
Nachdem in den 30er Jahren die chemische Natur des ,, Heteroauxins‘‘ — 
Indol-3-essigsäure (IES) aufgedeckt wurde, war eine erste stoffliche 
Voraussetzung für Untersuchungen über die Wuchsstoffwirkung ge- 
schaffen. Jedoch erst heute haben wir mit der Entwicklung und Anwen- 
dung der Papierchromatographie Aussicht, die aufgestellten Hypothesen 
auf ihre Richtigkeit zu prüfen, d.h. stoffliche Beweise dafür oder dagegen 
finden zu können. 


In den Arbeiten von ANDREAE u. Mitarb. (1955—1960) und von 
BENNET-CLARK und WHEELER (1959) werden Indol-3-acetylasparagin- 
säure (IAAS) und Indol-3-acetamid (IAAM) als Stoffwechselprodukte 
junger Erbsenpflanzen und Kartoffelscheiben nach IES-Inkubation be- 
schrieben. ANDREAE, Goop und vAN YSSELSTEIN (1956) konnten beide 
Substanzen nach entsprechenden Inkubationen in etiolierten Koleoptilen 
von Mais, Hafer und Gerste, in etiolierten Hypokotylen von Sonnen- 
blusfien und Buchweizen, in etiolierten Kartoffelsprossen und in SproB- 
teilen von Tomaten und Kohlpflanzen nachweisen. Daraus können wir 
folgern, daß die Fähigkeit zur Kondensation der IES mit NH, bzw. der 
Aminogruppe der Asparaginsäure bei höheren Pflanzen allgemein an- 
zutreffen ist. — Ob diesen Substanzen eine Bedeutung in der Kette der 
Wachstumsauslösung durch IES zukommt, und welche physiologische 
Wirksamkeit sie entfalten, ist bisher unbekannt. 


In einer kurzen Mitteilung (KLAMBT 19608) konnte ich über das 
Auftreten nachweisbarer Mengen von IAAS in Weizenkoleoptilzylindern 
in Abhängigkeit von den IES-Konzentrationen der Inkubationslösungen 
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berichten. Die im Streckungswachstumstest dargebotene IES wird also 
nicht nur bei der Auslösung des Wachstums verbraucht und in Neben- 
reaktionen oxydativ abgebaut, sondern sie wird unter anderem auch mit 
der Aminosäure Asparaginsäure konjugiert. Diese Säureamidbindung 
stellt eine sehr energiereiche Bindung dar, deren Bildung wahrscheinlich 
über das Indol-3-acetyl-Co-Enzym A geht (ZENK und LeopoLp 1958 und 
ZENK 1960b). Ihre physiologische Wirkung und ihre Bedeutung für 
die Pflanze ist unbekannt, wenngleich das Auftreten entsprechender 
Glycinderivate im tierischen Organismus für eine Entgiftungsreaktion 
spricht. 


Material und Methoden 


Sämtliche Versuche sind an Weizenkoleoptilzylindern (WKZ) der Sorten 
»Derenburger Silberweizen“ und ,,Carsten VI‘ durchgeführt worden. Das Pflanzen- 
material wurde folgendermaßen angezogen: 3 Std Quellen der gebeizten Karyopsen 
in Leitungswasser und anschließend 24—30 Std Vorkeimen in Petrischalen, 
Selektion der Karyopsen nach einheitlicher Keimeslänge und Stecken derselben in 
feuchten Sand. Anschließend wuchsen sie 40—44 Std bei 25°C und 96—100% 
Luftfeuchtigkeit und ergaben eine sehr einheitliche Koleoptillänge von 15—20 mm. 
Die Koleoptilen wurden geerntet, 4mm lange Koleoptilzylinder (3 mm von der 
Spitze entfernt) herausgeschnitten und direkt in die Inkubationslösung gebracht. 
Es wurden je 10 WKZ in kleinen Petrischalen (Innendurchmesser 31 mm) in 
2 ml Testlösung inkubiert. Zu jeder Testkonzentration gehörten 10 Schalen zu je 
10 WKZ = 100 WKZ, 


Nach 22stündiger oder kürzerer Inkubation wurden die WKZ photographiert 
und anschließend nach Abtrennung der Inkubationslösung und gründlicher Wa- 
schung unter fließendem Wasser gebrüht, kurz aufgekocht und zermörsert. 22 bis 
24 Std wurden sie mit etwa 40 ml Wasser bei Zimmertemperatur extrahiert und 
nach Abtrennung der unlöslichen Bestandteile durch Glaswollefiltration und An- 
säuerung der Extrakte mit HCl auf ungefähr py 2,5 mit etwa dem 5fachen Volumen 
peroxydfreiem Äther ausgeschüttelt (Direkt-Äther). Die saure wäßrige Lösung 
wurde anschließend mit NaHCO, bzw. NaOH alkalisch gemacht (Endkonzentration 
etwa 1 normal) und 1 Std bei 100° C hydrolysiert. Nachfolgend wurden die Hydro- 
lysate wieder auf etwa px 2,5 mit HCl angesäuert und erneut mit dem 5fachen 
Volumen Äther ausgeschüttelt (Hydrolysen-Äther). Die ätherischen Extrakte 
wurden auf dem Wasserbad eingeengt und quantitativ punktförmig auf Chromato- 
graphiepapier (Schleicher und Schüll 2043b) aufgetragen. 


Als Lösungsmittel wurde Isopropanol: NH, (25%) : Wasser (80:15:5) verwendet 
und damit sowohl aufsteigend als auch absteigend chromatographiert. Zunächst 
wurden die Chromatogramme mit Ehrlichs Reagens und zum Teil aus Gründen einer 
sicheren Identifizierung auch mit Salkowskis Reagens besprüht und die Fleck- 
größen als Anhaltspunkte für einen halbquantitativen Vergleich benutzt. Bei 
späteren Versuchen wurden die Flecken parallel zu entwickelten Chromatogrammen 
blind eluiert (Aqua dest. 12 Std bei 5°C), die Eluate mit Salkowskis Reagens 
(0,001 m FeCl, in 14n H,SO,) versetzt und die Extinktion für IES nach 70 min, 
für [AAS nach 120 min bei einer Wellenlänge von 535 mu bzw. 555 mu im Zeiss- 
Spektrophotometer PMQ II gemessen. 


IES wurde als freie Säure (Merck-Präparat 353) verwendet. Andere notwendige 
Vergleichs- und Testsubstanzen habe ich selbst hergestellt. Indol-3-acetyl-1- 
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asparaginsäure (IAAS) wurde über das gemischte Anhydrid der IES! erhalten 
(in Anlehnung an WIELAND und HörLeın 1955). Trotz großer Bemühungen ist es 
mir nicht gelungen, die IAAS kristallin zu gewinnen. Ich habe sie daher über die 
Alkoholfällung des Ba-Salzes gereinigt und für Testzwecke Ba** als BaSO, gefällt. 
Dafür wurden nur chromatographisch reine Präparate verwendet. Malonyl- 
tryptophan, das ich durch Einwirken von Malonsäuremonochlorid auf Tryptophan 
in NaOH-alkalischer Lösung erhalten habe, wurde in gleicher Weise als Ba-Salz 
gereinigt. Zur Darstellung des Indol-3-acetamids (IAAM) ging ich auch von dem 
gemischten Anhydrid der IES aus und gab NH, im Überschuß dazu. Schließlich 
wurde es zur Reinigung aus heißem Wasser umkristallisiert. 


Ergebnisse 

1. IES-Inkubationsversuche. Zunächst war es notwendig, einen Ein- 
blick in den IES-Stoffwechsel der Koleoptilzylinder in Abhängigkeit 
von ihrer Wachstumsreaktion zu erhalten. ANDREAE u. Mitarb. (1956) 
hatten nur gezeigt, daß Gramineenkoleoptilen bei einer IES-Inkubation 
von ungefähr 1,7 - 10m IAAM und IAAS bildeten. Vom wuchsstoff- 
physiologischen Standpunkt aus ist diese Konzentration bereits so hoch, 
daß hierbei schon ungefähr das Wachstumsmaximum der WKZ erreicht 
wird. Abb. 1 zeigt eine IES-abhängige Wachstumskurve der WKZ. 

Abb. 2 ist ein mit EukLichs Reagens entwickeltes Chromatogramm 
der Atherextrakte von je 100 WKZ nach verschiedenen Inkubationen 
vor und nach n NaHCO,-Hydrolyse. Die Daten der Abb. 1 und 2 stam- 
men von einem Versuchsansatz. Es ist bemerkenswert, daB bis zum 
maximalen Wachstum der Koleoptilzylinder weder IES noch IAAS in 
den WKZ nachweisbar waren. Auch die entsprechenden Inkubations- 
lösungen enthielten keine IES mehr. Mit zunehmender IES-Konzen- 
tration der Inkubationslösungen war IES sowohl in den Geweben als 
auch im Außenmedium nachweisbar. [AAS konnte in den WKZ nach 
6 - 102m IES-Inkubation gefunden werden. In dem hier vorliegenden 
Versuch (Abb. 1 und 2) trat bei Inkubation in 6 - 10% m IES eine nur 
25%ige Hemmung des WKZ-Wachstums gegenüber der Kontrolle auf. 
Hierbei ist eine Zunahme der nachweisbaren [AAS-Mengen in den WKZ 
gegenüber jenen bei 6- 10m IES-Inkubation festzustellen. Neben 
IES’und IAAS sind vor allem bei überoptimaien IES-Gaben zusätzlich 
auch andere IES-Derivate nachweisbar. So läßt sich TAAM und wahr- 
scheinlich das 2-Hydroxy-IAAM nur in den WKZ der höchsten, toxisch 
wirkenden IES-Konzentration auffinden. 2-Hydroxy-IES (KLämsr 
1959) und Indol-3-carbonsäure (ICS) sind jedoch zum Teil auch bei 
niederen IES-Konzentrationen in den WKZ nachweisbar. Während wir 
die ICS als ein Oxydationsprodukt der IES, entstanden durch Einwir- 
kung der IES-Oxydase, kennen, ist die Art der Oxydation in der 2er- 
Stellung des Indolkerns, die zur 2-Hydroxy-IES und mutmaßlich zum 





1 Für den dafür verwendeten Chlorameisensäureisobutylester sowie für manche 
Beratung danke ich auch an dieser Stelle Herrn Dr. J. ULLRICH, Chemisches Institut 
Bonn. 
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2-Hydroxy-IAAM führt, unbekannt. Sie könnte nach Art der ß-Oxyda- 
tion verlaufen. — Da noch keine Reinsubstanz zur Verfügung steht (sie 
wurde mir jedoch in Aussicht gestellt), ist ihre physiologische Wirkung 
und Bedeutung noch unbekannt. Die TAAM-Bildung, die in meinen 
Versuchen nur bei Anwendung toxisch wirkender Konzentrationen auf- 
trat, stellt sicher nur eine unbedeutende Nebenreaktion dar, die durch 
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ausreichende Belüftung der Versuchsansätze zurückzudrängen ist oder 
ganz fehlen kann. 

Ein weiteres Indolderivat, das in den WKZ bei allen IES-Außen- 
konzentrationen (eventuell ausschließlich der höchsten) in gleicher 
Menge nachweisbar war, ist Malonyltryptophan (Goop und ANDREAE 
1957). Fehlte es, wie gesagt, bei den höchsten IES-Stufen, so war es 
in das Außenmedium ausgetreten und konnte auf den Chromatogrammen 
der Inkubationslösungen aufgedeckt werden. Welche Bedeutung dem 
Malonyltryptophan zukommt, ist völlig unbekannt. Da seine Konzen- 
tration vom IES-Gehalt der Inkubationslösung nicht beeinflußt wird, 
ist es sicher, daß Malonyltryptophan keine IES-Vorstufe im eigentlichen 
Sinne darstellt. 

In den folgenden Versuchen wurden von den auftretenden Indol- 
derivaten allein TES und IAAS spektrophotometrisch gemessen. Wäh- 
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rend diese Bestimmungen auf dem Wege der chromatographischen 
Trennung mit nachfolgender blinder Eluation erfolgten, wurden die In- 



































kubationslösungen direkt auf ihren IES-Gehalt getestet. Tabelle 1 
zeigt die Meßdaten. 
Tabelle 1. Mittelwerte + F„ des WKZ-Wachstums, Anfangs- und End-IES- 
Konzentrationen der Inkubationslösungen und IES und IAAS-Gehalt 
des Koleoptilgewebes nach 22stündiger IES-Inkubation 
Anfangs- je 100 Weizenkoleoptilzylinder 
konzen- |, Endkonzen - . 
tration | Zuwachs der | tration der Mol IES Mol IAAS 
der Inku-] WKZinmm : oe 
bations- ionelösung 3 “nach ‘ nach direkt + 
page Za +mzz | mies direkt Hydrolyse | direkt Hydrolyse | Hydrolyse 
0 | 2,49-+0,069 we Le ei ii. me 
2,78 + 0,063 — a = ee er wie 
2,84 + 0,068 va pa du = ak ea 
6 x 10-61 3,45 + 0,083 — — — — _ — 
3,20 + 0,090 — ae tins Paw wen 
3,90 + 0,088 — — — oe a a 
6 x 10-5] 4,20 + 0,075 _ — — — — — 
3,64 + 0,076 — — = = = Le 
4,15 + 0,087 — — aie 43 auch De 
6 x 10-41 4,30 + 0,093 | 3,2 x 10-5 I 7,1 x 108 | 3,1 x 10-7 | 4,0 x 10-7 | 1,5 x 107 15,5 x 107 
4,22 + 0,130 | 2,8 x 10-5 | 2,7 x 10 | 3,3 x 107 | 3,1 x 107 | 1,5 x 107 |4,6 x 107 
4,26 + 0,094 | 1,7 x 10-5 | 4,6 x 10-8 | 3,7 x 107 | 2,8 x 10-7 | 1,8 x 10-7 | 4,6 x 107 
3 x 10-3] 0,70 + 0,050 | 2,3 x 10-3 | 4,7 x 10-7 | 5,2 x 10-7 | 5,9 x 10-8 | 5,9 x 103 | 1,2 x 107 
0,65 + 0,035 | 2,8 x 10-3 | 4,5 x 10-7 | 4,8 x 10-7 < 10 < 10 1078 
0,66 + 0,051 | 2,3 x 10-3 | 5,8 x 10-7 | 7,3 x 10-7 | 5,0 x 10-8 | 3,4 x 10-8 | 8,4 x 10-8 
6 x 10-31 0,27 + 0,013 | 3,7 x 10-3 | 1,0 x 10-* | 2,2 x 107 a <10-% < 10-8 
0,27 + 0,015 | 4,5 x 103 fehlt 9,4 x 10-8 _ — 
0,12 + 0,016 | 4,9 x 10-3 | 1,4 x 106 ; 1,8 x 107 = — — 




















Untersuchungen über den quantitativen Erfolg der Âtherausschütte- 


lungen ergaben unter den vorliegenden Bedingungen für IES einen 
zufriedenstellenden und ausreichenden Grad von Zuverlässigkeit. [AAS 
wurde jedoch bei der Direkt-Atherausschiittelung nur zu 60—80% 
erfaßt, so daß die IAAS-Mengen, die ich nach Hydrolyse noch nachweisen 
konnte, wahrscheinlich nicht hydrolytisch gebildet worden waren, son- 
dern durch die unvollständige 1. Ätherextraktion bedingt sind. Um ein 
genaues Bild zu erhalten, müssen wir daher die IAAS-Mengen — direkt 
und nach Hydrolyse erhalten — addieren, was in der letzten Spalte 
der Tabellen erfolgt ist. 

Besonders deutlich ist die Bestätigung der chromatographischen 
Ergebnisse (Abb. 2), daß die WKZ nach einer Inkubation in 6 + 1075 m 
IES keine IES und keines ihrer Derivate, weder in der Inkubations- 
lösung noch im Gewebe enthalten. Wir müssen also folgern, daß nach 
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den verstrichenen 22 Std jeder IES-,,Vorrat‘‘ für das Wachstum auf- 
gebraucht wurde. Auf welchem Wege dieser Verbrauch erfolgt, ist uns 
nach wie vor unbekannt. Daß er mit der eigentlichen Wachstumsaus- 
lösung in einer näheren Verbindung steht, muß angenommen werden. 

Bei einer IES-Außenkonzentration von 6 - 10-4 m und darüber wird 
die dargebotene IES nicht verbraucht und ist folglich in der Inkubations- 
lösung und in den WKZ nachweisbar. Hierbei fällt auf, und das ist bei der 
6- 10-4 mIES-Inkubation am deutlichsten, daß aus den WKZ eine größere 


& = & * Indol-3-essigsäure 
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Indol-3-carbonsäure 


Me a, at Indol-3-acetyl- 


asparaginsaure 


3x107 6x107 6x10-* 3x107 6x10-7 6x10-6 
molar IES 
6 Std inkubiert 4 Std inkubiert 


Abb. 3. Autoradiogramm der Atherextrakte aus je 50 WKZ nach 4- und 6stündiger IES- 
Inkubation 


IES-Menge erst hydrolytisch freigesetzt wird. Im wäßrigen Extrakt 
miissen also eine oder mehrere Substanzen vorliegen, die IES in leicht 
spaltbaren Bindungen (Esterbindungen) enthalten. Da z. B. Esterbindun- 
gen fiir ihre Bildung keiner besonderen Energie bediirfen, ist es nicht 
weiter verwunderlich, daß diese Art der „gebundenen IES“ im Gegen- 
satz zur [AAS auch noch bei den höchsten, toxisch wirkenden IES- 
Konzentrationen in den WKZ auftritt. Der IAAS-Gehalt ist bei der 
6-10*m IES-Inkubation am größten und fällt mit Erhöhung der 
Außenkonzentration stark ab. Dieses Ergebnis scheint jenem der Abb. 2 
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zu widersprechen. Wahrend wir dort aber eine nur sehr geringe Wachs- 
tumsdepression der WKZ nach Inkubation in 6 - 10? m IES beobachten 
konnten, ist der Zuwachs der WKZ bei der gleichen Konzentration in 
den vorliegenden Versuchen gleich Null. Je nach der Wachstums- 
depression bei überhohen IES-Konzentrationen, die besonders jahres- 
zeitlich verschieden ist, wird mehr, weniger oder gar keine [AAS in dem 
Gewebe gebildet. Die IAAS-Bildung setzt folglich ein voll intaktes 
Gewebe voraus. 

Was das Auftreten der IAAS in WKZ nach Inkubation in niederen 
IES-Konzentrationen betrifft, so haben Versuche mit radioaktiv mar- 
kierter Indol-3-essigsäure 2 4C ihre Bildung in WKZ selbst bei einer 
6- 10°” m IES-Inkubationslösung erkennen lassen (Abb. 3). Entgegen 
den Erfahrungen von BENNET-CLARK (BRAUNER und APPEL 1960) be- 
sitzt die hier verwendete methyl-4C-markierte Indol-3-essigsäure volle 
Wuchsstoffaktivität und keine bemerkenswert geringere Stabilität als 
nichtmarkierte IES. Dabei ist das verwendete Präparat mit einer 
spezifischen Aktivität von 3,82 mc/mM (CFA. 202, Radiochemical 
Centre, Amersham, England) relativ strahlungsaktiv. 





Tabelle 2. Mittelwerte + F„ des WKZ-Wachstums, End-IES-Konzentrationen der 
Inkubationslösungen und IES- und IAAS-Gehalt des Koleoptilgewebes nach 
verschieden | Inkubati in 1,2x 1074 m LES 
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Endkonzen- je 100 Weizenkoleoptilzylinder 
> tration der 
Inku- Zuwachs der Inku- Mol IES Mol IAAS 
u —$ WKZinmm bations- 
ener — 16 ö ach inatr h direkt + 
sta | 4 tm m pes direkt Hydrolyse me Hydrolyse Hydrolyse 
2 0,39 + 0,010 | 7,0 x 10-5 | 2,0 x 10-8 < 10° — < 1078 < 10 
4 0,83 + 0,023 | 5,9 x 10-5 | 2,6 x 1078 AO 172x170 <10-* 12,0 x 10-* 
8 1,78 + 0,043 | 6,9 x 10-5 <10% 10-8 | 2,9 x 10-8 | 1,5 x 10-8 | 4,4 x 10-8 
12 2,48 + 0,082 | 4,2 x 10-5 10 | 2,1 x 108 | 5,0 x 10% | 2,5 x 10-8 | 7,5 x 108 
16 2,81 + 0,070 | 2,0 x 10-5 a <10 | 3,1 x 10% | 2,1 x 104 | 5,2 x 108 
20 fehlt fehlt — — 4,3 x 10-8 | 1,7 x 10-8 | 6,0 x 10-8 


Tabelle 2 gibt einen Versuch wieder, der den zeitlichen Wechsel von 
IES und IAAS bei einer IES-Inkubation von 1,2 : 10-4 m erkennen läßt. 
Es handelt sich jeweils um parallele Ansätze. Dabei wird das Maximum 
der freien IES nach 4 Std, das der estergebundenen IES nach 12 Std 
und das der asparaginsäuregebundenen IES (IAAS) ebenfalls nach 12 Std 
erreicht. 1,2: 10m IES ergibt ein optimales WKZ-Wachstum, was 
aus der Tabelle 1 hervorgeht. In der letzten Wachstumsphase ist also 
allein TAAS noch nachweisbar und reguliert scheinbar das WKZ-Wachs- 
tum. Die untere Nachweisgrenze der hier angewendeten Methode liegt 
jedoch bei etwa 10-19 m IES je WKZ. IES wirkt aber bei einer Inku- 
bationslösung von 6 - 10°” m mit ungefähr 101? m IES je WKZ noch 
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deutlich auf sein Wachstum. Das besagt, daß meine Nachweismethode 
um zwei Zehnerpotenzen zu unempfindlich oder mein Material viel zu 
klein ist, um IES in noch wachstumswirksamen Konzentrationen messen 
zu können. Hierin liegt auch die Schwierigkeit für eine erfolgreiche Unter- 
suchung des Streckungswachstumsmechanismus. Nur die Anwendung 
von MC-markierten Wuchsstoffen kann uns diesem Problem näher- 
führen. 

2. IAAS-Inkubationsversuche. Nachdem mit Sicherheit der Nachweis 
von [AAS in WKZ nach Inkubation in IES-Lösung erbracht wurde, ist 
es interessant und notwendig, die IAAS in Inkubationsversuchen zu 
testen und etwa auftretende weitere Reaktionsprodukte zu erfassen. 


Tabelle3. Mittelwerte + F„ des WKZ-Wachstums, Anfangs- und End-IES- 
Konzentrationen der Inkubationslüsungen und IES und IAAS-Gehalt des 
Koleoptilgewebes nach 22stündiger TAAS-Inkubation 





















































Anfangs- je 100 Weizenkoleoptilzylinder 
k PN- À ‘ 
ln eine tes ee ee Mol IES Mol IAAS 
— WKZ in mm Inkuba- 
sort tionslösung : nach : nach direkt + 
lösung = direkt + er nur ER direkt an ER 
= tAae Az + My midas ydrolyse Hydrolyse | Hydrolyse 
2,98 + 0,056 — — — — — 
2,69 + 0,064 — — — — — 
6 x 10-*] 4,15 + 0,046 — — _ — — 
4,11 + 0,075 a — Lars e- Er 
6x 105 | 4,81 + 0,069 — — — = — 
‘ 3,97 + 0,091 | 2,7 x 10 — — — — 
6 x 10-41} 5,28 + 0,063 | 5,3 x 10-4 — — 2,2 x 107” |:8,7 x 10 128 x 10-7 
4,02 + 0,089 | 4,0 x 10-4 — — 8,0 x 10-8 — 8,0 x 10-8 
3x 1073] 5,74 + 0,062 | 2,7 x 10-3 | 1,9 x 10-8 — 12x 10* | 44x 1077 118 x 10* 
4,23 + 0,108 | 2,7 x 103 ~ 10-8 — 8,6 x 107? | 5,1 x 1077 |1,4 x 10 
6 x 10-31 5,34 + 0,054 | 5,2 x 10-3 | 2,1 x 10-8 — 1,9 x 10-* | 5,9 x 107 12,5 x 10-* 
4,08 + 0,085 | 5,1 x 10-3 | 3,2 x 10-8 = 2,5 X 10-* | 10x 107 133x10* 


Tabelle 3 enthält die MeBdaten für das WKZ-Wachstum, für die 
IAAS-Konzentrationen der Inkubationslésungen und für die Mol-Mengen 
an IES und IAAS in den WKZ nach 22stündiger Inkubation. Zwei 
Fakten sind erstaunlich : 1. Es tritt keine eigentliche Wachstumshemmung 
auf. Das Wachstumsmaximum liegt bei 3: 10-3m IAAS, und die 
6 - 10-3 m Konzentration bewirkt ein nur etwas schwächeres Wachstum. 
2. Es lassen sich keine anderen IES-Derivate nachweisen, und IES selbst 
tritt nicht oder, bei den höchsten TAAS-Konzentrationen, nur in Spuren 
auf. Dabei muß ich auf die schon oben ausgeführte, relative Unempfind- 
lichkeit der verwendeten Nachweismethode hinweisen. Im Gegensatz 
zur IES wirkt ihr Konjugationsprodukt mit Asparaginsäure niemals 
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toxisch. Wie die IES wird auch die IAAS im Gewebe akkumuliert. 
Da die MeBdaten jenen der AuBenkonzentrationen mehr oder weniger 
entsprechen, kann angenommen werden, daB es sich bei der Akkumu- 
lation um einen passiven, physikalischen Vorgang handelt und nicht 
um einen aktiven, wie er für Erbsenwurzeln nachgewiesen wurde 
(ANDREAE und VAN YSSELSTEIN 1960a, 1960 b). 


Diskussion 

Die vorliegende Arbeit versucht, einen Einblick in die Bedingungen 
der Wachstumsinduktion und den Wuchsstoffmetabolismus zu gewinnen. 
Nachdem IES (= Heteroauxin) bereits über 25 Jahre in ihrer chemischen 
Struktur bekannt ist und ihre Wirkung auf die verschiedensten Test- 
objekte immer wieder zu Vergleichszwecken und zu halbquantitativen 
Aussagen herangezogen wurde und wird, ist es erstaunlich, daß bisher 
keine Untersuchungen über den Verbleib und die stofflichen Verände- 
rungen der IES in Abhängigkeit vom Wachstumserfolg bekannt geworden 
sind. 

Die Arbeit von ANDREAE und Goop (1955) hat der Wuchsstoff- 
forschung einen neuen Aufschwung gegeben. Sie haben die IAAS 
identifiziert und beschrieben, die nach IES-Inkubation in verschiedenen 
Pflanzen und Organen gebildet wird. Damit ist sicher nicht das für das 
Wachstum entscheidende Reaktionsprodukt der IES aufgedeckt worden, 
aber immerhin ist IAAS eine hochinteressante Substanz, die, wie 
inzwischen nachgewiesen wurde (KLAMBT 1960b), auch natürlich vor- 
kommt. 


In den WKZ tritt die [AAS nach Inkubation in IES-Konzentrationen 
hinab bis 6-10°”m auf. Toxisch wirkende Konzentrationen von IES 
(3-10 m und 6-10” m) unterbinden die IAAS-Bildung. Das ver- 
wundert nicht, da IAAS eine energiereiche Säure-Amid-Bindung be- 
sitzt, deren Bildung höchstwahrscheinlich über das Co-Enzym A ver- 
läuft (ZENK und LEoPoLD 1958, ZENK 1960b). Durch IAAS-Inkubatio- 
nen wird gleich starkes und selbst stärkeres Wachstum der WKZ als 
in HS ausgelöst, ohne daß es im höchsten Konzentrationsbereich zu 
einer Hemmung kommt. Außerdem läßt sich so gut wie keine freie LES 
in den WKZ nachweisen. Diese Tatsachen deuten zwei Möglichkeiten 
einer Einflußnahme der IES auf das Streekungswachstum an. 


1. Die IES wirkt direkt oder in einer nur von ihr selbst ausgehenden 
Reaktion auf den Wachstumsprozeß ein. Die IAAS-Bildung entspräche 
in diesem Fall einer Entgiftungsreaktion, die überschüssige IES elimi- 
niert. Sie hätte obendrein eine wachstumsregulierende Funktion durch 
die Bildung eines Reservoirs, aus dem immer nur geringe IES-Mengen 
freigegeben werden. 

Planta. Bd. 56 21 
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2. Die LAAS ist direkt oder über eine von ihr ausgehenden Reaktion 
im Wachstumsprozeß wirksam. 

Die Vorstellung einer IES-Eiweißbindung (Hanscu u. Mitarb. 1951, 
SIEGEL und Gaston 1953) und die einer IES-Enzymbindung (New- 
comB 1951 in vAN OVERBEEK 1952) zusammen mit den dargestellten 
Ergebnissen ließen mich anfänglich (KLAMBT 1960 à) die zweite Deutungs- 
möglichkeit als die wahrscheinlichere annehmen. Die Tatsache aber, 
daß nicht nur synthetische Streckungswuchsstoffe entsprechende 
Asparaginsäure-Konjugationsprodukte bilden (ANDREAE und Goop 1957, 
ZENK 1960a), sondern auch unter anderem Benzoesäure, die keine 
Wuchsstoffaktivität besitzt, deutet mehr in die Richtung einer Ent- 
giftungsreaktion. Das besagt, daß jede TAAS-Bildung auf einen Über- 
schuß an IES zurückzuführen ist. Wenn nun die WKZ bei einer so 
geringen Konzentration wie 6-10-7m IES noch IAAS bilden, so ist 
diese IES-Konzentration für die Wachstumsinduktion bereits über- 
optimal. 

Die erste Deutung würde erfordern, daß TAAS ständig IES in sehr 
geringen Mengen freisetzt bzw. daß das Gleichgewicht der Reaktion 
TES + Asparaginsäure = IAAS weitgehend zum Konjugationsprodukt 
verschoben ist. ZENK (1960a) konnte bei Inkubationsversuchen mit 
Acetyl-14C-markierter «-Naphthylacetylasparaginsäure in Erbsenepi- 
kotylen nachweisbare Mengen freier «-Naphthylessigsäure 114C erhalten. 
Entsprechende Versuche mit 14C-markierter [AAS fehlen noch, doch 
kann grundsätzlich ein gleiches Ergebnis erwartet werden. Bei sehr 
hohen TAAS-Konzentrationen habe ich IES-Spuren selbst mit dem sehr 
unempfindlichen Farbtest messen können. 

Neben der IAAS treten bei IES-Inkubationen regelmäßig ein oder 
mehrere ätherunlösliche IES-Reaktionsprodukte auf, die sich durch 
n NaOH (1 Std bei 100° C) leicht hydrolysieren lassen. Um welche Art 
von Substanzen es sich dabei handelt, ist noch unklar, doch kann als 
ziemlich sicher angenommen werden, daß es sich dabei um Ester der IES 
handeln muß. Dafür spricht auch der Nachweis hydrolytisch abspalt- 
barer IES aus WKZ-Extrakten nach Inkubation in den höchsten Kon- 
zentrationen. Nach der Erfahrung, daß IAAS erst durch 7 n NaOH zu 
IES und Asparaginsäure hydrolysiert wird (vgl. dazu auch BENNET- 
CLARK und WHEELER 1959), ist es sehr unwahrscheinlich, daß n NaOH 
in 1 Std bei 100°C Säure-Amid-Bindungen hydrolysiert, so daß pepti- 
disch gebundene IES nicht in Betracht kommt. 

Die vorliegenden Versuche stellen auch einen Beitrag zur Deutung 
der Hemmung des Wachstums im überkonzentrierten IES-Bereich dar. 
Nachdem ein spezifischer Hemmstoff bis heute nicht gefunden wurde, 
der auf hohe IES-Gaben gebildet werden sollte (Snow 1937), und der 
schwach hemmende Einfluß der bei höchsten IES-Konzentrationen auf- 
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tretenden IES-Abbauprodukte meines Erachtens noch nicht auf eine 
toxische Wirkung schließen läßt, könnte der Effekt anhand der vor- 
liegenden Ergebnisse auf Begleiterscheinungen der Entgiftungsreaktion 
zurückgeführt werden. Die IAAS-Bildung aus IES und Asparaginsäure 
ist ATP-abhangig (ZENK 1960 b); dies bedeutet, daß bei IES-Überkonzen- 
trationen die Entgiftungsreaktion viel Energie verbraucht und daß daher 
die zur Energieerhaltung notwendigen Phosphorylierungen nicht im 
erforderlichen Umfang durchgeführt werden können. Andererseits wird 
für die Entgiftungsreaktion Co-Enzym A benötigt, das bei den hemmen- 
den IES-Konzentrationen weitgehend blockiert sein könnte. Bei IAAS- 
Inkubationen ist ein Vorrat energiereicher IES-Bindung (das Ent- 
giftungsprodukt) verfügbar, so daß der Energiehaushalt der Test- 
pflanze und das Co-Enzym A nicht beansprucht werden. Diese Situation 
macht die nur fördernde Wirkung der [AAS gut verständlich. 


Zusammenfassung 

1. Nach 22stündiger Inkubation von Weizenkoleoptilzylindern in In- 
dol-3-essigsäure treten im Gewebe konzentrationsabhängig auf: Indol- 
3-acetamid, vermutlich 2-Hydroxy-indol-3-acetamid und Indol-3-gly- 
oxylsäure, Indol-3-essigsäure, 2-Hydroxy-indol-3-essigsäure, Indol-3- 
carbonsäure und Indol-3-acetylasparaginsäure. 

2. Malonyltryptophan ist in den Weizenkoleoptilzylindern enthalten 
und verändert seine Konzentration während der Versuche nicht. Seine 
Bedeutung ist unbekannt. 

3. Nach Inkubation in Indol-3-essigsäure und in Indol-3-acetyl- 
asparaginsäure wurde der Gehalt an Indol-3-essigsäure und Indol-3- 
acetylasparaginsäure vor und nach n NaOH-Hydrolyse spektrophoto- 
metrisch gemessen. 

4. Die stärkste Bildung von Indol-3-acetylasparaginsäure nach Indol- 
3-essigsäure-Inkubation wurde knapp unterhalb der bereits toxisch 
wirkenden Indol-3-essigsäure-Konzentration erhalten. Nach Indol-3- 
essigsäure-Inkubation ließen sich durch n NaOH-Hydrolyse relativ 
große Mengen ätherunlöslicher, Indol-3-essigsäure enthaltender Sub- 
stanzen nachweisen. Dabei muß es sich um estergebundene Indol-3- 
essigsäure handeln. 

5. Indol-3-acetylasparaginsäure-Inkubationen bewirken nur Wachs- 
tumsförderung. 

6. Nach Indol-3-acetylasparaginsäure-Inkubationen in niederen und 
mittleren Konzentrationsstufen ist keine IES nachweisbar; bei den 
höchsten Konzentrationen treten nur Spuren davon auf. 

7. Es werden zwei Möglichkeiten der Bedeutung der Indol-3-acetyl- 
asparaginsäure-Bildung diskutiert: a) eine Entgiftungsreaktion und 
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Regulation des Indol-3-essigsäure-abhängigen Wachstums, b) eine direkte 
Wirkung auf das Wachstum, wobei der ersten Deutung der Vorrang 
gegeben wird. 

8. Die Hemmwirkung überhoher Indol-3-essigsäure-Konzentrationen 
wird als Begleiterscheinung der Entgiftungsreaktion gedeutet: a) Ener- 
giedefizit, b) Co-Enzym-A-Blockierung. 

Fräulein INGRID BLECHSCHMIDT danke ich für ihre zuverlässige Arbeit. Die 
Deutsche Forschungsgemeinschaft hat diese Arbeiten mit Sachbeihilfen unterstützt, 
ihr gilt mein besonderer Dank. 
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BIOCHEMISCHE UND ENTWICKLUNGSPHYSIOLOGISCHE 
UNTERSUCHUNGEN ZUR FRAGE DES SCHOSSENS 
UND DER BLÜTENBILDUNG DER ZUCKERRÜBE* 


II. Mitteilung 


QUANTITATIVE VERÄNDERUNGEN DES EIWEISS-, AMINO- 
SÄUREN- UND ZUCKERGEHALTES WÄHREND DES ÜBERGANGES 
IN DIE REPRODUKTIVE ENTWICKLUNG 


Von 


GEROLD SCHNEIDER 
Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 21. November 1960) 


Einleitung 

In einer ersten Mitteilung ist es nicht gelungen, die Blütenbildung 
der Zuckerrübe nach einer der heute geläufigen Hypothesen zu erklären 
(SCHNEIDER 1960). Dabei war allerdings auch lediglich der Versuch 
gemacht worden, die Blütenbildung experimentell zu beeinflussen und 
aus der Reaktion der Pflanze indirekte Schlüsse zu ziehen. Da stoff- 
wechselphysiologische Untersuchungen aber im allgemeinen einen tieferen 
Einblick in den Mechanismus eines Vorganges gewähren, sollte versucht 
werden, auf diesem Wege dem Ziele näherzukommen. 

Bekanntlich läßt sich die Zuckerrübe durch Vernalisation in ,,Blüh- 
stimmung“ versetzen. Da sie durch Behandlung mit hohen Temperaturen 
selbst noch in der fortgeschrittenen reproduktiven Entwicklung gehemmt 
werden und wieder zum vegetativen Wachstum überführt werden kann 
(Owen 1941), schien sie als Objekt für stoffwechselphysiologische Unter- 
suchungen dieser Vorgänge besonders geeignet. Die erwähnten Tat- 
sachen legen den Schluß nahe, daß thermolabile Komponenten (Proteine, 
Fermente) an der Umstimmung wesentlich beteiligt sein könnten. Dafür 
sprechen auch die Angaben verschiedener russischer Autoren (zusammen- 
fassende Literatur bei Borriss, 1952). So wird unter anderem durch die 
Vernalisation die Wirkung der Proteolasen verstärkt. METZNER (1955) 
fand ferner bei Kalanchoé Veränderungen im Proteinhydrolysat infolge 
photoperiodischer Induktion. 


* Auszug aus einer Dissertation der Naturwissenschaftlich-Philosophischen 
Fakultät der Justus Liebig-Universität, Gießen. 
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Neben den Proteinen wurden auch die freien Aminosäuren als weitere 
Stickstoffkomponenten in die vorliegenden Untersuchungen mit einbezo- 
gen, zumal VIRTANEN u. LAINE (1936) Konzentrationsänderungen in der 
Pflanze während der Blütenbildung feststellten und LEOPoLD u. GuERN- 
SEY (1953) berichteten, daß Aminosäuren die Blütenbildung zu beein- 
flussen vermögen. Außerdem ist bekannt, daß sich bei Kalanchoé im 
Laufe der photoperiodischen Induktion die Konzentration der freien 
Aminosäuren ändert (MADAN 1956). 

Zur direkten Prüfung der Klebsschen Ansicht schien es neben der 
Analyse der Proteine und Aminosäuren ferner wichtig, die löslichen 
Kohlenhydrate zu untersuchen. Dup£ron fand schon 1951, daß bei 
Raphanus sativus durch die Vernalisation der Gehalt an löslichen Kohlen- 
hydraten beträchtlich erhöht wird. 

Trotz zahlreicher weiterer Untersuchungen ist aber das Wesen der 
Vernalisation und der durch sie bedingten ‚„Blühstimmung‘ noch nicht 
geklärt (zusammenfassende Literatur bei MELCHERS u. Lang 1948; 
Borriss 1952 und Hänser 1953). 

Außer einer Arbeit von Stour (1949) über die Veränderungen der 
Atmung und Katalaseaktivität während der Induktion sind mir keine 
weiteren biochemischen Untersuchungen über Vernalisation und Blüten- 
bildung bei der Zuckerrübe bekannt. 

Während im ersten Teil der vorliegenden Arbeit Methoden zur Ana- 
lyse der löslichen Eiweiße, freien Aminosäuren und Kohlenhydrate mit- 
geteilt werden, befaßt sich der zweite Teil mit den quantitativen Ver- 
änderungen dieser Stoffklassen während des ungestörten Überganges 
von der vegetativen in die reproduktive Entwicklung der Zuckerrrübe. 


Teil I 
Biochemische Methoden 

Zur Bestimmung der pflanzeneigenen Proteine, Aminosäuren und 
Zucker mußten mikrochemische Methoden herangezogen werden, die 
es göstatten, selbst geringe Materialmengen noch qualitativ und quanti- 
tativ hinreichend genau zu analysieren. In vielen Fällen erwies es sich 
hierzu erforderlich, die in der Literatur angegebenen Methoden zu modi- 
fizieren und auf das Objekt abzustimmen. Besonders wichtig ist für die 
papierchromatographische, bzw. papierelektrophoretische Zerlegung 
eines Pflanzenextraktes dessen Reinigung von störenden Begleitstoffen. 

Extrakte von biologischem Material sind oft auch bei tiefen Tem- 
peraturen nur begrenzt haltbar. Durch die Wirkung noch aktiver 
Fermente kommt es z.B. besonders in Pflanzenpreßsäften leicht zu 
quantitativen Veränderungen. Dieser Tatsache wurde durch sofortige 
Verarbeitung des Materials ebenfalls Rechnung getragen. 
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A. Versuche zur Fraktionierung des Eiweißkomplexes der Zuckerriibe 
mit Hilfe der Hochspannungs- Papierelektrophorese 


Die papierelektrophoretische Zerlegung pflanzlicher Eiweißkom- 
plexe ist bekanntlich unter den üblichen Versuchsbedingungen (110 bis 
220 Volt) kaum möglich (ResseELin 1953, Metzner 1954), da die Pro- 
teine nicht vom Startpunkt fortwandern. Die genannten Autoren 
vermuten, daß für dieses Verhalten der Eiweiße Adsorptionskräfte 
verantwortlich zu machen sind. Nach den Angaben von BÜCHER u. Mit- 
arb. (1952) könnte der Grund auch in der Denaturierung der Eiweiß- 
stoffe zu suchen sein. In einer früheren Mitteilung konnten wir zeigen 
(SCHNEIDER u. SPARMANN 1955b), daß die Wirkung der Adsorptions- 
kräfte durch die Anwendung der Hochspannungs-Papierelektrophorese 
ausgeschaltet werden kann. Hierbei wird eine bedeutend höhere Feld- 
stärke wirksam als bei der üblichen ,,Niedervoltelektrophorese“. 


Als günstigster Puffer für die Trennung pflanzeneigener (Gerste-, Zuckerrüben-) 
Eiweiße erwies sich der Borat-Natronlauge-Puffer nach SÖRENSEN von folgender 
Zusammensetzung: 12,404 g Borsäure + 100 cm? nNaOH (carbonatfrei) ad 1000 cm? 
Aqua dest. +1500 cm? n/10 NaOH (carbonatfrei). Dieser Puffer wurde im Ver- 
hältnis von 1:3 verdünnt. Dabei ändert sich sein pa-Wert von 12,3 auf 11,5. Auf 
die pufferfeuchten Filtrierpapierstreifen wurde das zu analysierende Protein- 
gemisch als Querstrich aufgetragen. Zur Untersuchung gelangten entweder PreB- 
säfte (0,09—0,15 cm?), die vor dem Auftragen kurz zentrifugiert und filtriert worden 
waren, oder nach der von SPARMANN u. SCHNEIDER (1955) für pflanzliches Material 
angegebenen Ultrafiltrationsmethode gewonnene Eiweißfilme, die mechanisch 
vom Filter leicht abgelöst werden konnten und in wenig Filtratlösung aufgenommen 
wurden!. Es erwies sich als ratsam, die Elektrophorese bei höchstens 1000 V 
Spannung in 1—3 Std durchzuführen; weder Serumproteine noch pflanzliche Ei- 
weiße werden bei Anwendung höherer Spannung schärfer getrennt. 

Die elektrophoretische Trennung der pflanzlichen Proteinkomponenten war 
schärfer, wenn die zu fraktionierenden Preßsäfte etwa 12 Std im Eisschrank (+ 3° C) 
gealtert waren, eine Feststellung, die SCHNEIDER u. Mitarb. (1954) auch für die 
Papierelektrophorese von menschlichem Spermaplasma treffen konnten. Bei 
gealterten pflanzlichen Preßsäften ist allerdings auch die an der Auftragstelle 
adsorbierte Eiweißmenge infolge Denaturierung beträchtlich, weshalb stets nur 
frischer Preßsaft papierelektrophoretisch fraktioniert wurde. 


Die Anfärbung der Eiweißpherogramme erfolgte nach der von GRASSMANN u. 
Hanne (1952) für Serumproteine angegebenen Arbeitsweise 10 min lang in einer 
gesättigten Lösung von Amidoschwarz 10 B (Bayer) in einem Gemisch von 9 Teilen 
Methanol und 1 Teil Eisessig. Nach der Färbung wurden die Streifen zum Differen- 
zieren in Entfärbebäder überführt, die sich aus 9 Teilen Methanol und 1 Teil Eis- 
essig zusammensetzten. Die Entfärbung der nicht mit Eiweiß beladenen Stellen 
des Papieres erfolgte schneller, wenn die Bäder in ständiger Bewegung gehalten 
wurden. Nach 2—3 Std hat die Differenzierung ihr Optimum erreicht, d.h. der 
Papieruntergrund erscheint nur noch schwach blau angefärbt. Die lufttrockenen 
Streifen können längere Zeit im Dunkeln unbeschadet aufgehoben werden. 


1 Versuche zur Lösung der Eiweiße aus dem Filterrückstand mit geeigneten 
Puffergemischen führten zu keinen befriedigenden Ergebnissen. 
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Mit Hilfe der Hochspannungs-Papierelektrophorese ließen sich aus 
Blattmaterial und Wurzeln der Zuckerrübe je 4 Proteinfraktionen 
isolieren (s. dazu auch SCHNEIDER u. SPARMANN 1955b, Abb. 1, S. 391), 
deren nähere Charakterisierung in Tabelle 1 erfolgt. Von den im Blatt- 
preßsaft vegetativer einjähriger Kontrollpflanzen elektrophoretisch 
trennbaren Eiweißkomponenten liegt die am weitesten wandernde 


Tabelle 1. Das hochspannungs-papierelektrophoretische Verhalten der löslichen 
Zuckerrübeneiweiße unter den genannten Versuchsbedingungen 






































Strom Versuchs- Wande- A 
ri Auftrag- Strecke | Be h- 

Material Puffer en er stelle Pr ER in a cane 
6,5 Ap 

Blatt Borat- 3 180 4,5 Bp 
pr 10cm | zu | 11 | D 

Verdün- ” von der | Anode | 

cana 1:8 Kathode 5,0 Aw 

Wurzel vu 2,5 100 3,5 By 
pa= 11,5 2,3 Cw 

0,9 Dw 


Fraktion (A) in höchster Konzentration (6,7%/Trg.)! vor. Die Kon- 
zentration der übrigen Komponenten ist geringer: B (2,8%/Trg.), 
C (0,8%/Trg.) und D (0,3%/Trg.). Ähnlich verhalten sich die im Wurzel- 
preßsaft nachweisbaren Eiweißkomponenten, mit dem Unterschied, 
daß ihre Konzentration geringer ist als die der entsprechenden Blatt- 
proteine: A (2,0%/Trg.), B (0,6%/Trg.) und C (0,5%/Trg.). Die Frak- 
tion D konnte in den Blättern nur selten, in den Wurzeln überhaupt 
nicht quantitativ bestimmt werden, da sie nur in Spuren vorliegt. 
Außerdem ist ihre Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld 
gering. Sie wird oft von den nichtwandernden Proteinkomponenten 
(z.B. dem Eiweißkomplex des Chlorophylls) überlagert. 

Als Bezugssubstanz für die quantitative Auswertung der gefundenen 
Proteinfraktionen wurde elektrophoretisch reines Humanalbumin der 
Behring-Werke verwendet, dessen Eichkurve in den Konzentrationen 
von 10-* bis 10-* g/em* einen linearen Anstieg aufweist. 


B. Methoden zur Extraktion, Trennung und Identifizierung der in höherer 
Konzentration frei vorliegenden Aminosäuren 

Gerade für die Analyse der frei vorliegenden Aminosäuren schien 

die unmittelbare Untersuchung des Preßsaftes am günstigsten. In ihm 

dürften die zum Zeitpunkt der Extraktion frei in der Pflanze vorliegenden 

Stoffe — soweit sie löslich sind — qualitativ und quantitativ enthalten 

sein, während bei Extraktionen stets mit Verlusten gerechnet werden muß. 


1 Angaben in Prozent des Trockengewichtes, bezogen auf Humanalbumin. 
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Zur Preßsaftgewinnung wurden 10—20 g frisches Pflanzenmaterial im Mörser 
zerkleinert, das Homogenisat ausgepreBt; der PreBsaft wurde kurz zentrifugiert und 
anschlieBend sofort auf Chromatographiestreifen aufgetragen. Alterung der PreB- 
säfte im Eisschrank (0° C) hat einen Anstieg des Gehaltes an freien Aminosäuren zur 


Tabelle 2. Anstieg des Aminosäurengehaltes eines Zuckerrübenblattpreßsaftes durch 
Altern im Eisschrank 
Werte in Prozent vom frischen Preßsaft. 
Die Abkürzungen bedeuten: Aspsr = Asparaginsäure, Arg = Arginin, y-Amb 
= y-Aminobuttersäure, Ala = «-Alanin, Me = Methionin, Phen = Phenylalanin. 
Nähere Erläuterungen über die Fraktionierung dieser einzelnen Banden in Tabelle 4. 
































‘adhe Freie Aminosäuren eines Blattpreßsaftes 

x Aspsr Arg y-Amb Ala Me Phen 
24 Std 210% 209% 166% 150% 150% 100% 
96 Std 180% 613% 785% 366 % 500% 270% 


Folge (Tabelle 2), der wahrscheinlich durch proteolytische Fermente bedingt wird, 
die selbst unter diesen Temperaturbedingungen ihre Aktivität nicht zu verlieren 
scheinen. 

Zur Trennung der freien Aminosäuren wurde mit der aufsteigenden papier- 
chromatographischen Methode gearbeitet. Als Lösungsmittel diente das Gemisch 
Isopropanol-Wasser-Ammoniak (70:27:3). Nach dem Entwickeln wurden die 





Tabelle 3. Der Einfluß eines Extraktes auf 
den R,-Wert synthetischer Aminosäuren 














Streifen mindestens 2 Std lang an der 
Luft getrocknet. Das Besprühen er- 
folgte mit in n-Butanol gelöstem 
Ninhydrin (0,1%ige Lösung unter 


Ry-Wert Zusatz von 1% Eisessig) nach: Cons- 
Synthetische der |aerSub- DON u. GORDON (1948). Sofort nach 
nest Substanz | stanzim dem Besprühen wurden die Chroma- 
2 togramme 15 min lang bei 100°C in 
Asperagin . . . . . 0,26 | 0,22 ewer ee ea 
Asparaginsäure . . | 0,20 0,16 ati | A 
a-Aminobuttersäure 0,49 0,46 Bei Anwendung dieser ein- 
y-Aminobuttersäure | 0,31 0,29 dimensionalen Arbeitsweise lie- 
Cystein . . . . .. 0,15 | 0,12 ; 
meiotic: 0,14 0,12 Ben sich sowohl in Blatt- als 
Glutamin.... . 0,28 0,22 auch in Wurzelpreßsäften je 7 
Gyhokol - — At > + ninhydrinpositive Banden nach- 
Lysin-monohydro- . “ weisen. Da die R,-Werte synthe- 
re AR 0,21 0,19 tischer Substanzen oft durch den 
= RATS 77 0.13 gleichzeitig aufgetragenen Ex- 
Phenylalanin 0,68 0,66 trakt beeinflußt werden (Ta- 
Oe ee MECH 0,33 0,31 belle wurd I ifizie- 
Taurin ... . 042 | 0,38 SD, BSS „AR. REIN 
em ET PRET 0,44 0,42 rung der vorliegenden Amino- 
ere reer eee 0,44 0,40 säurezonen die von KANDLER 





(1951) vorgeschlagene Methode 








gewählt. Das zu analysierende Stoffgemisch wird als Querstrich 
auf den Chromatographiestreifen aufgetragen, die synthetische Sub- 
stanz als Punkt mit eingebracht. 
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Bei dem angewandten Lösungsmittel stimmen die R,-Werte ver- 
schiedener Aminosäuren überein, so daß eine einwandfreie Identifizierung 
der Extraktstoffe nicht erfolgen konnte. Die eindimensionale papier- 
chromatographische Analyse wurde deshalb durch die zweidimensionale 
Methode ergänzt. Wiederum wurden pro Testbogen zum Extrakt eine 
Reinsubstanz mit aufgetragen und das Testchromatogramm mit dem 
Kontrollbogen (Extrakt allein) verglichen. Als Lösungsmittel für die 
erste Laufrichtung diente das oben angegebene Isopropanol-Wasser- 
Ammoniak-Gemisch, für die zweite das n-Butanol-Eisessig-Wasser- 
Gemisch nach PARTRIDGE (1948). _ 

Auch mit dieser Methode ist die Trennung gewisser Aminosäuren 
und Amide nicht möglich (z.B. Asparaginsäure, Glutaminsäure, Glut- 
amin). Deshalb wurden weitere Identifizierungsversuche erforderlich. 
Dazu schien vor allem die Hochspannungs-Papierelektrophorese geeignet. 
Die jeweils günstigsten Trennungsbedingungen für die einzelnen Amino- 
säuren sind in Tabelle 4 angegeben. 

Die pflanzeneigenen Aminosäuren und Amide wurden zunächst präparativ 
papierchromatographisch mit dem üblichen Lösungsmittel (Isopropanol-Wasser- 
Ammoniak) angereichert, die Einzelzonen ausgeschnitten und für sich mit Wasser 
bei 50° C eluiert, die Eluate stark eingeengt und unter den in Tabelle 4 angegebenen 
elektrophoretischen Daten fraktioniert und identifiziert. In Tabelle 4 sind nur die 
in höherer Konzentration in der Zuckerrübe frei vorliegenden Aminosäuren und 
Amide aufgeführt. 

Obwohl die eindimensionale papierchromatographische Analyse der 
freien Aminosäuren nur Gruppentrennungen zuläßt, wurden dennoch 
diese Chromatogramme quantitativ ausgewertet, weil die Bestimmung 
der einzelnen Banden — im Gegensatz zu den Flecken der zweidimen- 
sionalen Chromatogramme — hier mit Hilfe des modifizierten Elphor- 
H-Gerätes photometrisch durchführbar ist. Eine quantitative Aus- 
wertung der durch Elution aus diesen Chromatogrammen gewonnenen 
Hochspannungs-Pherogramme ist nicht zweckmäßig, obwohl hier die 
einzelnen Aminosäuren getrennt vorliegen. Bei der Elution der Banden 
aus den eindimensionalen Chromatographiestreifen kommt es zu nicht 
definierbaren Substanzverlusten. 

Als Bezugssubstanz zur quantitativen Auswertung der vorliegenden 
papierchromatographisch getrennten Banden wurde nach Möglichkeit 
die jeweils in höchster Konzentration vorliegende Komponente der Zone 
gewählt. Für quantitative Testzwecke konnten aber nur Substanzen 
verwendet werden, die sich unter den beschriebenen Bedingungen 
papierchromatographisch als einheitlich erwiesen. Obwohl neben der 
Aminosäurenkollektion der Firma Merck zahlreiche synthetische Amino- 
säuren der Deutschen Hoffmann-La Roche Gesellschaft! zur Verfügung 


1 Für das freundliche Entgegenkommen der Deutschen Hoffmann-La Roche AG, 
die mir zahlreiche Aminosäuren zur Verfügung stellte, sei auch an dieser Stelle 
gedankt. 
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Tabelle 4. Die papierchromatographische und hochspannungs-elektrophoretische Auf- 
trennung der Aminosäuren aus Zuckerrübenblattpreßsaft, sowie deren Identifizierung 


Die Versuchsdauer für die elektrophoretische Fraktionierung der durch Papier- 
chromatographie gewonnenen Banden 2 und 3 betrug 45 min, die aller übrigen 
Banden 60 min. Unter den genannten elektrophoretischen Versuchsbedingungen 
wandern alle aufgeführten Aminosäuren zur Kathode hin. Eine Ausnahme machen 
die Asparagin- und Glutaminsäure. Sie wandern anodenwärts. Weitere Erklärung 

der Tabelle erfolgt im Text. + = stark; ++ = sehr stark; — = schwach; 
— — = sehr schwach. 












































Bezeichnung und 
Ry-Wert der papier- 
chromatographisch 
isolierten Banden Weitere Auftrennung der papierchromatographisch gewonnenen Banden 
(Lösungsmittel: durch die Hochspannungs-Papierelektrophorese 
Isopropanol-Was- 
ser-Ammoniak 
= 70:27:3) 
Bezeich- J es LS LS schätzte | Gewählte 
mung der | RrWert| Raw. Jax 30-om)| punkt. | siete tote |sreeke| Monge | Berner, 
4 nisse 
1 0,14 Essig- 3,0 Streifen- Asparagin-| 7,5 + Aspara- 
säure- mitte säure ginsäure 
Acetat n. Glutamin- | 6,0 | ++ | (Merck) 
WALPOLE säure 
pa = 5,6 Cystein 1,3 
Verdiin- und/oder _ 
nung: Cystin 1,3 
1:12,5 
2 0,20 2,5 8cmvon| Arginin 15,3 —— Arginin 
der ? 10,3 En (Merck) 
Anode ? 9,7 — 
? 8,5 — 
Asparagin | 7,8 ++ 
3 0,29 2,5 13 cm y-Amino- | 10,7 En y-Amino- 
von der |buttersäure butter- 
25 cm? Anode | Glykokoll | 5,7 — säure 
in Essig- Serin 4,4 + (Hoff- 
säure mit ? 2,7 —— mann- 
Aqua La Roche) 
4 | 038 | dest. auf) 25 | 16,5cm | a-Alanin | 5,3 | ++ |a-Alanin 
ae von der | Threonin 3,3 + (Merck) 
2 Anode 
gefüllt 
5 0,43 3,0 Streifen- |Tryptophan| 3,8 _— 
mitte 
6 0,55 2,5 11 cm ? 8,0 _ Methio- 
von der Valin 7,3 + nin 
Anode (Merck) 
7 0,65 3,0 15,5cm | Phenyl- 3,8 — Phenyl- 
von der alanin alanin 
Anode Leucin 4,9 (Hoff- 
und/oder + mann- 
Isoleucin 4,9 La Roche) 
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standen, erfüllten von den betreffenden Aminosäuren und Amiden nur 
die y-Aminobuttersäure und das «-Alanin diese Forderung. Hingegen 
waren die Glutaminsäure, das Asparagin, das Valin und die Leucine 
nicht papierchromatographisch rein. In diesen Fällen diente diejenige 
Aminosäure einer Fraktion als Bezugssubstanz, deren synthetische 
Schwester sich papierchromatographisch nicht in mehrere Komponenten 
zerlegen ließ. Da die Valingruppe auch diese Bedingungen nicht erfüllte, 
wurde für sie Methionin, das eine Eichkurve mittlerer Steilheit hat, der 
quantitativen Auswertung zugrunde gelegt. Aus Tabelle 4 geht hervor, 
welche der Aminosäuren einer Fraktion jeweils als Testsubstanz für die 
quantitative Auswertung verwendet. worden ist. 

Das Auftragen von Testlösungen und Pflanzenextrakten auf die Filtrierpapier- 
streifen erfolgte mit Hilfe von Blutzuckerpipetten, die noch das Ablesen von 
0,001 cm? gestatten. Zur quantitativen Auswertung der freien Aminosäuren und 
Amide im Preßsaft wurden von diesem meist 0,02 cm? pro Streifen (4 cm breit) 
aufgetragen. 

Die eindimensional papierchromatographisch fraktionierten Amino- 
säurenbanden aus Blättern bzw. Wurzeln einjähriger, nicht vernali- 
sierter Zuckerrüben haben im einzelnen folgenden Anteil am Trocken- 
substanzgehalt dieser Organe (ermittelt aus Preßsäften): 


1. Blätter (mittleren Alters): Asparaginsäure 0,18%; Arginin 
0,22%; y-Aminobuttersäure 0,3%; Alanin 0,09%; Methionin 0,04% 
und Phenylalanin 0,02%. 

2. Wurzel (ohne Rübenkopf): Asparaginsäure 0,16% ; Arginin 0,22% ; 
y-Aminobuttersäure 0,09% und Alanin 0,04%. Die Fraktionen Methio- 
nin und Phenylalanin liegen in der Wurzel nur in Spuren vor. 


C. Die qualitative papierchromatographische Analyse der freien Zucker 
in Zuckerrübenprelisäften 


Neben den freien Aminosäuren und Amiden liegen in Blatt- bzw. 
Wurzelpreßsäften der Zuckerrübe auch die freien Zucker vor, die eben- 
falls papierchromatographisch nachgewiesen werden können. 


~"Die Glucose wird nach dem Entwickeln der Chromatographiestreifen in dem 
Lösungsmittelgemisch Isopropanol-Wasser-Ammoniak (70:27:3) mit dem Anilin- 
phthalat-Reagens nach PARTRIDGE (1949) (1,66 g Phthalsäure und 0,93 g Anilin in 
100 cm? wassergesättigtem n-Butanol) erfaßt. Mit diesem Reaktionsgemisch werden 
die Streifen besprüht und im Trockenschrank 10 min lang auf 100° C erwärmt. Die 
quantitative Auswertung der braun gefärbten Banden ist zwischen 5 und 1000 y 
(s. Abb. 1) möglich. Das Reaktionsprodukt zeichnet sich durch eine empfindliche 
gelbe Fluorescenz aus. 

Es ist bemerkenswert, daß mit dem Perchlorsäurereagens nach GORDON u. 
WEBER (1951), das von BENNET-CLARK u. Mitarb. (1952) für den papierchromato- 
graphischen Nachweis der Indolderivate modifiziert wurde, verschiedene Zucker 
ebenfalls eine Reaktion ergeben. Die Reaktion erfolgt im Wärmeschrank bei 50° C 
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in 5 Std. Es reagieren: Fructose (grau-schwarz), Saccharose (grau-schwarz), Xylose 
(grau-schwarz) Ribose (grau-schwarz), Arabinose (schwach grau) und Lactose 
(schwach gelb). Keine Reaktion dagegen ergeben Glucose, Galaktose und Maltose. 

Die Färbung von Fructose und Saccharose mit dem Perchlorsäurereagens 
schlägt von gelb nach braun und schließlich grau-schwarz um. Die quantitative 
papierchromatographische Auswertung des letzten (grau-schwarzen) Reaktions- 
7000 produktes zwischen der 
RT Saccharose und dem Per- 

chlorsäurereagens ist mög- 
u lich (Abb. 2)1, 

Die Identifizierung der 
in der Pflanze vorliegenden 
Zucker wurde sowohl ein- 
als auch zweidimensional 

papierchromatographisch 
durchgeführt. Als Lösungs- 
mittel wurden die in Ab- 
schnitt ,,B“, S. 326, 327 ge- 
nannten Gemische verwen- 
det, die dort für die Tren- 
nung der Aminosäuren her- 
angezogen wurden. Die Pa- 
pierelektrophorese ergab bei 
Spannungen bis zu 3000 V 
ebenfalls günstige Trenn- 
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Abb. 1. Eichkurve zur quantitativen Bestimmung der 
Glucose. Ordinate: Planimetrierte Fläche unter der 


























photometrisch ermittelten Verteilungskurve effekte. 
In 0,04 em? Zucker- 
+ PE | a rübenblattpreßsaft ist 
er | neben der Glucose auch 
oe | a die Fructose papierchro- 
wii | 94 matographisch nach- 
Da weisbar und liegt in 
9000 quantitativ auswertba- 
"4 rer Konzentration vor. 
3000 va Die Wurzeln der vege- 
À tativen Pflanzen zeich- 
2000 7 4 nen sich außer durch 
ihren Saccharosegehalt 
7000 durch das Auftreten von 
Traubenzucker aus. In 
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Abb. 2. Eichkurve zur quantitativen Bestimmung der der Zuckerrüben konnte 


Saccharose (Perchlorsäurereaktion). Ordinate: Planime- außerdem Fructose 
trierte Fläche unter der photometrisch ermittelten 2 
Verteilungskurve nachgewiesen werden. 


1 Über die Spezifität der zum Nachweis pflanzlicher Wuchsstoffe mit Indol- 
charakter häufig verwendeten Reagentien soll an anderer Stelle ausführlicher 
berichtet werden. 
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D. Die quantitative photometrische Auswertung der Papierchromatogramme, 
bzw. Elektropherogramme 

Die Chromatogramme bzw. Elektropherogramme wurden mit dem 
von GRASSMANN u. Hannia angegebenen Elpbor-H-Gerät photo- 
metrisch ausgemessen. Da die Unterschiedsempfindlichkeit des in das 
Gerät eingebauten Meßinstrumentes zur Auswertung schwach angefärb- 
ter Aminosäuren- und Zuckerzonen zu gering ist, wurde eine Modifizie- 
rung des Photometers erforderlich. 


Die Chromatogramme werden millimeterweise über einen Lichtspalt von 1 mm 
Breite hinwegbewegt und die durch angefärbte Zonen hervorgerufene Lichtschwä- 
chung mit dem Spiegelgalvanometer HLM4 (Hartmann & Braun, Frankfurt a. 












































Main), Empfindlichkeitsstufe ,,0° (0,01 wA/  5kt 

Skalenteil) gemessen. In den Stromkreis 60 VA 

des Photoelementes ist ein Drehpotentio- #4 

meter eingeschaltet (0—500 k2), das die sy L 

Einstellung des Anzeigeinstrumentes auf 

den Papierleerwert (100 Skalenteile) er- 7 

môglicht. u 

Nach den Angaben von Korrüm (1948, ae 

S. 78) ist der Photostrom eines Photo- 7 

elementes nur dann der Lichtstärke direkt > 

proportional, wenn an den Stromkreis nur 2 

ein geringer Widerstand angelegt wird. Da / 

das Spiegelgalvanometer in seiner Emp- jy / 

findlichkeitsstufe ,,0‘ einen Innenwider- 

stand von 25300 2 hat, mußte die Ab- 

hängigkeit des Stromes von der Lichtinten- Mr 2 4 6 8 70 cm 

sität bei der beschriebenen Meßanordnung ‘ nb 
ei 


geprüft werden. Die auf das Photoelement 
einwirkende Lichtintensität wurde durch 
einen zwischen Lichtspalt und Photoele- 
ment kontinuierlich vorbeigeführten Grau- 
keil mit der Keilkonstanten 0,1/em und 
10 cm Länge reduziert!. Abb. 3 gibt die 
gefundene Proportionalitätskurve wieder, 
die eine photometrische Auswertung von 





Abb. 3. Proportionalität zwischen Licht- 
intensität und Photostrom des Photo- 
elementes derim Text näher erläuterten 
Meßanordnung für die quantitative Aus- 
wertung von Chromatogrammen und 
Pherogrammen. Abszisse: Einstellung 
des Graukeiles über dem Lichtspalt des 
Photometers. Ordinate: Photostrom des 
Photoel t b in Skalen- 
teilen des Spiegelgalvanometers 
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Chromatogrammen mit dieser MeBanord- 
nupg durchaus rechtfertigt. 

Das sonst übliche Tränken der Filtrierpapierstreifen mit Transparenzöl erwies 
sich als unzweckmäßig, weil infolge der in diesem Falle herrschenden größeren 
Durchlässigkeit des Papieres dem Meßinstrument ein höherer Widerstand vor- 
geschaltet werden muß, um die Einstellung des Papierleerwertes zu ermöglichen. 

Für die Aminosäuren- und Zuckerchromatogramme genügt als Photometerlicht- 
quelle eine Glühlampe von 5 Watt. Für die Auswertung der Eiweißpherogramme 
ist eine 10 Watt starke Lichtquelle erforderlich. 

1 Die Firma Zeiss Ikon AG, Berlin-Friedenau, hatte die Freundlichkeit, mir 
den zu diesen Messungen erforderlichen Graukei! zur Verfügung zu stellen, wofür an 
dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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Die Flächenintegration der Durchlässigkeitskurven wurde durch Wägung der 
ausgeschnittenen Verteilungskurven vorgenommen. 

In denjenigen Fällen, in denen die Papierleerwerte unterhalb und oberhalb 
(bezüglich der Steigrichtung des Lösungsmittels gesehen) einer gemessenen Bande 
nicht übereinstimmten, wurden die gefundenen Werte für das reine Papier durch 
eine Gerade verbunden, die zur Verteilungskurve gehörende Nullinie also ‚schräg‘ 
gelegt. 

Der Fehler bei der photometrischen Auswertung von Chromatogrammen mit 
dem modifizierten ElphorH-Gerät beträgt — einschließlich der Ermittlung der 
Flächen der Verteilungskurven — 1—2%. Der mittlere methodische Fehler bei der 
quantitativen papierchromatographischen Bestimmung der Substanzen im Preß- 
saft liegt bei 7—8%. Diese Abweichung wurde für Glucose im Blattpreßsaft er- 
mittelt und dürfte auch weitgehend für die Eiweiß- und Aminosäurenbestimmungen 
zutreffen. 


Teil II 


Quantitative Veränderungen der Eiweiße, Aminosäuren und Zucker 
im Zusammenhang mit der Blütenbildung 


Für die chemische Analyse der Blütenbildung wäre es wünschenswert 
gewesen, die Vegetationskegel thermisch induzierter Pflanzen und solche 
entsprechender Kontrollexemplare zu vergleichen. Die chemischen 
Methoden lassen aber derartige Untersuchungen nicht zu. Es dürfte 
außerordentlich schwierig sein, Vegetationspunkte in genügender Menge 
zu isolieren, um sie chemisch analysieren zu können. Auch die Extrak- 
tion der jüngsten Blättchen ist nur dann möglich, wenn praktisch 
unbegrenzte Materialmengen zur Verfügung stehen. Deshalb wurden 
für die vorliegenden Untersuchungen Blätter mittleren Alters gewählt, 
und zwar bei Pflanzen im Rosettenstadium Blätter aus der Mitte der 
Rosette, bei schossenden Pflanzen Blätter vom mittleren Achsenabschnitt. 
Diese Blätter mittleren Alters befinden sich noch in starkem Wachstum. 
Nach MorHes u. ENGELBRECHT (1952) sind biochemisch-blühphysio- 
logische Untersuchungen an den genannten Organen durchaus sinnvoll: 
„Der Blühvorgang ist mit tiefgreifenden chemischen Veränderungen 
verbunden, die sich nicht auf die reproduktiven Organe beschränken, 
sondern auch in den vegetativen nachweisbar sind.“ 


Um Fehler in der quantitativen Bestimmung der interessierenden 
Stoffe nach Möglichkeit auszuschalten, wurden stets Versuchs- und 
Kontrollpflanzen gleichzeitig extrahiert. Die Analysenergebnisse sind 
stets auf das Trockengewicht bezogen. Der besseren Übersicht wegen 
wurden sie nicht in Absolutwerten angegeben, sondern die für die 
vernalisierten Pflanzen gefundenen Daten auf die Kontrollwerte bezogen, 
die gleich 100 gesetzt wurden (%v/K). 
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A. Vergleichende biochemische Untersuchungen gleichaltriger vernalisierter 
und Kontrollpflanzen in dem Zeitraum zwischen Vernalisation 
und Bliitenbildung 
Während der Vernalisation wurden Versuchs- und Kontrollpflanzen 
zwar bei verschiedenen Temperaturen, aber unter sonst möglichst 
gleichen Bedingungen kultiviert. So durften beispielsweise während der 
Kältebehandlung der Versuchspflanzen auch die Kontrollen nur schwach 
wachsen. Um diese Bedingungen zu erfüllen, wurde die natürliche 
Winterruhe der Pflanzen ausgenutzt. Die Versuchspflanzen wurden im 
Oktober in Frühbeete ge- +, 
bracht und hier unter 
den gleichen (natiirlichen) 
Lichtbedingungen kulti- y 
viert wie die Kontrollen 
im Gewächshaus. Daher % 
ist ein Vergleich der Pflan- 
zen durchaus zulassig. 
Vernalisierte und Kon- 
trollpflanzen unterscheiden 
sich zunächst morpholo- 
gisch nicht voneinander. 


750 











Blätter mittleren Alters 


Schoßbeginn 
Abb. 4. Die quantitativen Veränderungen der lösli- 





Der Schoßbeginn der chen Blattproteinfraktionen A (0 ——o), B (o---0) 

blühgestimmten‘ Pflan- und C (o-+-+-o) während der reproduktiven Ent- 
% 18 x L es wicklung der vernalisierten Pflanzen im Vergleich 
zen läßt sich frühzeitig am zu vegetativen Kontrollen (K = 100) 


Längsschnitt durch den 

Vegetationskegel erkennen (s. I. Mitteilung, S. 672). Dieser Termin 
(,,mikroskopischer SchoBbeginn“) ist in den folgenden Kurven durch 
einen weißen Pfeil markiert. Der schwarze Pfeil gibt dagegen den ,,makro- 
skopisch sichtbaren SchoBbeginn“ an. Zu diesem Zeitpunkt ist die Achse 
erst etwa 1 cm lang. Ihre Streckung erfolgt alsdann sehr rasch. Vom 
makroskopischen Schoßbeginn an gerechnet beträgt ihre Länge nach 
8 Tagen 15, nach 16 Tagen 20, nach 27 Tagen bereits 75cm. Die Pflanzen 
stehen nunmehr kurz vor der Blüte. 

Die Vernalisation hat eine Abnahme der löslichen, hochspannungs- 
papierelektrophoretisch fraktionierbaren Eiweißkomponenten in den 
Blättern mittleren Alters zur Folge (Abb.4). Die einzelnen Protein- 
fraktionen stehen nach Abschluß der Kältebehandlung zunächst in 
einem nahezu gleichen Verhältnis zu den Eiweißen der Kontrollen. Die 
Konzentration der Eiweißkomponenten B und C steigt in der Zeit 
zwischen dem Abschluß der Kältebehandlung bis kurz vor dem Öffnen 
der ersten Blüten (20. 5.) kontinuierlich bis nahe an den Kontrollwert an, 
sinkt alsdann aber wieder stark ab. Während die Konzentrations- 
änderungen der Fraktionen B und C nahezu konform verlaufen, verhält 
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Abb. 5. Das Verhältnis der Blattaminosäuren vernalisierter Pflanzen im Laufe der repro- 
duktiven Entwicklung zu den Werten entsprechender Kontrollexemplare (K = 100). 
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sich die Fraktion A abweichend. Ihre Konzentration steigt zunächst 
stark an und erreicht kurz vor dem makroskopischen Schoßbeginn ein 
Maximum, das über dem Kontrollwert liegt. Mit dem einsetzenden 
Schossen der Pflanzen. nimmt die Menge der Eiweißfraktion A zunächst 
stark ab, steigt aber mit der fortschreitenden Streckung der Achse 
schließlich erneut über 
den Kontrollwert an. 

Das Verhältnis der Aspsr Ala 
freien Aminosäurenfrak-  ,, 


tionen der kältebehan- FR | 
delten Pflanzen zu den gl. 

Kontrollen während des 

Überganges in die sexu- DE ee a ee 
elle Reproduktion und ft f fi ft 
der weiteren reproduk- 4 

tiven Entwicklung geht ol Arg 
aus Abb.5 hervor. Die ga 
Vernalisation selbst 7000, 17000 
scheint auf den Amino- 
säurengehalt der Pflan- Fr 100 
zen wenig Einfluß zu 
haben,danachAbschluB “fF 7] 600 
der Kältebehandlung die 
Konzentration derfreien 
Aminosäuren in Blatt- 
preBsäften induzierter 
Pflanzen und entspre- ei, de rer iy 
chender Kontrollexem- int r Da 7 het pf ie ee 4 
plare praktisch überein- fi t f t 

stimmt. Eine Ausnah- Schoßbeginn Schoßbeginn 


me macht die Alanin- Abb. 6. Die Aminosäurenfraktionen von Wurzeln ver- 
fraktion. dere Menge nalisierter Pflanzen im Laufe der Entwicklung im Ver- 

à ? n ng gleich zu vegetativen Kontrollen (K = 100). Erklärung 
bei _den Versuchspflan- der Abkürzungen in der Legende zu Abb. 5 


zen den Kontrollwert 

nahezu um das 3fache übersteigt. Vor allem die y-Aminobuttersäure- 
fraktion, aber auch die Phenylalanin- und Asparaginsäuregruppe er- 
reichen z.Z. des makroskopischen SchoBbeginnes (schwarzer Pfeil) ein 
Konzentrationsmaximum. Die Konzentrationen von Methionin und 
Alanin steigen in den Blättern während des SchoBbeginnes an. Die 
Argininfraktion hat zu diesem Zeitpunkt ihren Maximalwert bereits 
überschritten. Es ist bemerkenswert, daB der eigentliche SchoBbeginn 
der Pflanzen, mit dem auch die Differenzierung der Blütenknospen 
verbunden ist, zeitlich etwa 15 Tage früher liegt (weißer Pfeil) als 
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der makroskopische (s. I. Mitteilung, S. 672 u. 673). Demnach fällt mit 
dem mikroskopischen Schoßbeginn der induzierten Pflanzen ein 
deutliches Konzentrationsmaximum der Asparaginsäure-, Phenylalanin- 
und Argininfraktion zusammen, während die Methionin-, Alanin- und 
y-Aminobuttersäuregruppe zu diesem Zeitpunkt auf einen Minimalwert 
abgesunken sind. Die Methioningruppe steigt mit dem makroskopi- 
schen Schossen zunächst weiterhin stark an, während der Alaningehalt 
nur noch schwach zunimmt. Alle übrigen Fraktionen fallen zu dieser 

Zeit ab, besonders stark 
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Abb. 7. Der Glucosegehalt veraalisierter Pflanzen wäh- nosäuren des vernalisier- 
rend der reproduktiven Eniwicklung (V) im Vergleich x 

zu vegetativen Kontrollen (K) in Prozent des Trocken- ten Materials verhalten 
gewichtes. Gestrichelte Kurve: Glucosegehalt von Blü- ih; un 
tenknospen (Bk), Blüten (B), verschieden alten, grünen sich à außer der Alanin 
Früchten (F), gelben (Fg) und braunen Früchten (Fb) fraktion — indem inter- 


essierenden Zeitraum in 
bezug auf ihre Konzentrationsänderungen übereinstimmend (Abb. 6). 
Die Asparaginsäure-, Arginin- und y-Aminobuttersäurefraktion steigen 
bis zum Schoßbeginn stark an, erreichen zu diesem Termin einen Maxi- 
malwert (besonders auffällig die y-Aminobuttersäuregruppe mit dem 
fast 27fachen Wert der Kontrolle), um während des Schossens der Pflan- 
zen schließlich wieder auf ihren Ausgangswert (Asparaginsäure) oder 
darunter (Arginin-, y-Aminobuttersäurefraktion) abzusinken. Nur der 
Alaningehalt nimmt bis zum mikroskopischen Schoßbeginn ab, steigt 
alsdann erneut schwach an und fällt mit der makroskopisch sichtbaren 
Streckung der Achse wieder ab. 

Der Glucosewert der vernalisierten Pflanzen ist nach Abschluß der 
Kälteeinwirkung höher als bei den Kontrollen (Abb. 7). Das Verhältnis 
zwischen kältebehandelten und Kontrollpflanzen bleibt bis zum makro- 
skopischen Schoßbeginn der induzierten Exemplare nahezu konstant. 
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Während des Schossens steigt der Glucosespiegel in den Blättern der 
reproduktiven Pflanzen erheblich an. In den Blütenknospen, Blüten und 
verschieden reifen Früchten läßt sich hingegen ein Absinken der Glucose- 
konzentration feststellen. 

Der Anstieg des Glucosewertes in den Blättern mittleren Alters direkt 
nach Abschluß der Vernalisation muß wohl auf eine Zunahme der Tages- 
länge zurückgeführt werden, da in den Kontrollen zu diesem Zeitpunkt 
ebenfalls eine Erhöhung der Glucosekonzentration festgestellt werden 
kann. Der Glucosewert der Kontrollpflanzen erreicht aber bald wieder 
seinen Ausgangswert und erfährt innerhalb des Versuchszeitraumes keine 
weiteren Veränderungen. 

Neben dem Glucosegehalt wird durch die Vernalisation auch der 
Fructosespiegel erhöht. Dieser liegt in den Blättern mittleren Alters 
während der reproduktiven Entwicklung der vernalisierten Pflanzen 
stets über dem Kontrollwert (Tabelle 5). 


Tabelle 5. Der Fructosegehalt von vernalisierten Zuckerrüben in verschiedenen Ent- 
wicklungsstadien im Vergleich zu Kontrollen. 
Die Werte sind in Prozent vom Trockengewicht angegeben und auf die Saccha- 
roseeichkurve bezogen. 



































Datum der 25.3. 20. 5. 15. 6. LT 27. 6. 3. 8. 
Extraktion 
Entwicklungs- | Rosetten-| SchoB- | blühend | fruch- 
zustand der stadium achse tend 
extrahierten 20 cm 
Pflanzen hoch 
Art des Materials Blatter mittleren Alters Bliiten | Friichte 
Vernalisierte 12,5% 14,3% 6,7% 10,2% 0,4% 0,9% 
Pflanzen 
Kontrollen 3,0% 0,6% 5,5% 5,0% 


Es ist auffallend, daß mit dem Schossen der Pflanzen in den Wurzeln 
neben der für die Kontrollen charakteristischen Saccharose jetzt auch die 
Fruttose nachweisbar ist und daß die Glucose in erhöhter Konzentration 
vorliegt. Der Saccharosegehalt ist hingegen zudiesem Zeitpunkt reduziert. 
Dieser Befund läßt auf eine erhöhte Invertaseaktivität in den Wurzeln 
schossender Pflanzen schließen. Da nach der Vernalisation der Saccha- 
rosegehalt von kältebehandelten und Kontrollwurzeln zunächst praktisch 
übereinstimmt, hat die Kältebehandlung offensichtlich auf die Invertase- 
aktivität keinen direkten Einfluß. 

In Abb. 8 sind die Trockengewichte der Blätter von Kontrollpflanzen 
und vernalisierten Exemplaren, sowie die von Blütenknospen, Blüten 
und Früchten aufgezeichnet. Der Trockensubstanzgehalt der Blätter 
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vernalisierter Pflanzen ist nach Abschluß der Kältebehandiung höher als 
der der Kontrollen, sinkt aber bald unter den Kontrollwert ab und er- 
reicht zum makroskopischen Schoßbeginn ein Minimum. Mit dem ein- 
setzenden Schossen der reproduktiven Exemplare erfolgt ein Anstieg des 
Trockensubstanzgehaltes in den Blättern. Blätter bereits fruchtender 
Pflanzen zeichnen sich wieder durch ein geringeres Trockengewicht aus. 
Der Trockensubstanzgehalt junger Früchte ist niedriger als der der 
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Abb. 8. Der Trockensubstanzgehalt vernalisierter sind, zusammen, SO ergibt 

Pflanzen während der reproduktiven Entwicklung sich: 

{V) im Vergleich zu vegetativen Kontrollen (K). Ge- j à 

strichelte Kurve: Trockensubstanzgehalt von Blü- Die Kältebehandlung 

tenknospen (Bk), Blüten (B), verschieden alten, grü- = . 

nen Früchten (F), gelben (Fg) und braunen Früchten führt zu are Abnahme 
(Fb). Alle Werte in Prozent des Frischgewichtes der Konzentration der 


hochspannungs-papierelek- 
trophoretisch fraktionierbaren Eiweißkomponenten in den Blättern. 
Während der weiteren Entwicklung der vernalisierten Pflanzen nimmt 
die Konzentration der Fraktionen B und C in den Blättern kontinuier- 
lich zu, erreicht kurz vor dem Aufblühen ein nur wenig unter dem 
Kontrollwert gelegenes Maximum, fällt aber dann wieder stark ab. Die 
Fraktion A steigt dagegen zum Schoßbeginn über den Kontrollwert an, 
fällt mit dem Beginn des Schossens stark ab, um kurz vor dem Auf- 
blühen der Pflanzen erneut anzusteigen. 

Die Vernalisation hat auf den Aminosäuregehalt der Blätter offenbar 
nur wenig Einfluß. Außer der Methionin- und Alaningruppe in den Blät- 
tern und der Alaningruppe in den Wurzeln nimmt die Konzentration aller 
übrigen untersuchten Aminosäurenfraktionen bis zum Schoßbeginn der 
Pflanzen stark zu, erreicht zu diesem Zeitpunkt einen Maximalwert und 
sinkt mit dem einsetzenden Schossen wieder stark ab. 

Durch die Vernalisation wird der Glucose- und Fructosegehalt der 
Blätter erhöht. Die Konzentration beider Substanzen ist in den Blättern 
kältebehandelter Pflanzen im Laufe der weiteren Entwicklung stets 
höher als in den Kontrollen. Zum Schoßbeginn ist der Glucosegehalt auf 
einen Minimalwert abgesunken, steigt aber sofort wieder stark an. 
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Ein erhöhter Glucose- und Fructosegehalt neben einer verminderten 
Saccharosekonzentration in den Wurzeln schossender Pflanzen deuten 
auf eine verstärkte Invertaseaktivität hin. 

Der Trockensubstanzgehalt der Blätter kältebehandelter Pflanzen 
sinkt bis zum Schoßbeginn ab, steigt mit dem einsetzenden Schossen aber 
wieder auf seinen Ausgangswert an. Die Blätter fruchtender Pflanzen 
sind arm an Trockensubstanz. 


B. Die Verteilung der Eiweiße, freien Aminosäuren und Zucker in den 
einzelnen Organen der reproduktiven Pflanzen 

Die Konzentration der einzelnen. Proteinfraktionen in den Blüten 
und Früchten geht aus Abb. 9 hervor. Während die Blütenknospen 
sehr reich an der Kompo- 
nente A sind, liegen die 
Fraktionen B und C nur ; 
in geringer Menge vor. Der ‘ 
Spiegel der Fraktion A sr 
sinkt in den Blüten und 2 
Früchten stark ab. Da- 
gegen erreicht die Kom- J 
ponente B in den Blüten ab 
einen Maximalwert und 
sinkt in den Früchten kon- fe 
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gelb-braunen,nahezureifen app. 9. Die Verteilung der Proteinfraktionen A (o—), 
Prüchten auch auf den Ben) m6 6-7-2) I den ten und 
Wert der B-Eiweißkompo- Trockengewichtes 

nente abgesunken ist. 

Die Verteilung der einzelnen Aminosäuren in den Blüten und Friich- 
tert geht aus Tabelle 6 hervor. Der Aminosäuregehalt von Blütenknospen 
und Blüten liegt durchschnittlich höher als derjenige der Früchte. Mit 
zunehmender Reife der Samenknäuel ist ein weiterer Rückgang der 
Konzentration der einzelnen freien Aminosäurenfraktionen verbunden. 
Davon weicht nur die Asparaginsäuregruppe deutlich ab. Ihre Konzen- 
tration ist in den Blütenknospen und Blüten gering, hoch dagegen in 
grünen Früchten. Mit zunehmender Fruchtreife sinkt der Asparagin- 
säurespiegel aber auch erheblich ab. 

Auch aus Tabelle 7, die die Verteilung der Aminosäuren in blühenden, 
fruchtenden und abgeblühten Pflanzen wiedergibt, geht hervor, daß 
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Tabelle 6. Die Verteilung der freien Aminosäuren und Amide in Blütenknospen, 
Blüten und Früchten der Zuckerrübe 
Erläuterung der Abkürzungen in der Legende zu Tabelle 2. 





Freie Aminosäuren in % vom Trockengewicht 
Datum Extrahiertes Material 


Aspsr | Arg |y-Amb| Ala Me Phen 





























28. 6. | 0,07 | 0,74 | 0,20 | 0,06 | 0,05 | 0,07 Bliitenknospen und Bliiten 
6.7. | 0,18 | 0,70 | 0,14 | 0,02 Spuren griine Friichte 

14. 7. | 0,17 | 0,70 | 0,17 | 0,06 | 0,03 | 0,01 griine Friichte 
8.8 x 0,21 | 0,07 | 0,02 | 0,01 | 0,01 grün-gelbe Früchte 

25. 8. | 0,03 | 0,10 | 0,13 | 0,03 | 0,03 | 0,01 gelb-braune Früchte 


mit dem Altern der reproduktiven Zuckerrübe die Konzentration der 
Aminosäuren in den einzelnen Organen im allgemeinen absinkt. Ab- 
weichend davon verhalten sich nur die Asparaginsäurefraktion in den 
Blättern mittleren Alters und in der Wurzel, sowie der Arginingehalt in 
den Blättern mittleren Alters, den Rosettenblättern und Wurzeln, 


Tabelle 7. Die Verteilung der freien Aminosäuren in der blühenden und fruchtenden 
Zuckerrübe 
Erläuterung der Abkürzungen in der Legende zu Tabelle 2. 











Tag der Freie Aminosäuren in % vom Trockengewicht 

Extrak- Extrahierte Organe 

tion Aspsr | Arg | y-Amb | Ala | Me | Phen 

Blühende Pflanze 

15.6. | Blühende SproBspitzen . . | 0,14 | 1,27 | 0,10 | 0,23 | 0,20 | 0,09 
Blätter mittleren Alters . | 0,17 | 0,30 | 1,10 | 0,19 | 0,10 | 0,06 
Rosettenblätter . . . . . 0,23 | 1,30 | 1,16 | 0,09 | 0,10 | 0,06 
Wee se Se 0,16 | 0,13 | 0,10 | Spur | 0,03 | Spur 


Blühende und fruchtende Pflanze 
11.7. | Nochblühende SproBspitzen | 0,14 | 0,56 | 0,21 | 0,02 | 0,01 | 0,01 
Blätter mittleren Alters . | 0,24 | 0,37 | 0,30 | 0,03 | 0,03 | Spur 
Rosettenblätter(vergilbend) | 0,18 | 0,26 | 0,22 | 0,05 | 0,08 | 0,05 
EE 002 7 ee 0,23 | 0,15 | 0,15 | 0,02 | 0,06 | Spur 


Abgeblühte, fruchtende Pflanze 


12.8. | Fruchtende Sproßspitzen 0,10 | 0,40 | 0,13 | 0,03 | 0,03 | 0,02 
Blätter mittleren Alters . | 0,11 | 0,78 | 0,14 | 0,02 | 0,06 | 0,03 


Basalteile von Sproßachsen 
(Blätter und Achse) . . | 0,11 | 0,40 | 0,17 | 0,03 | 0,03 | 0,02 
nie. tue 0,20 | 0,17 | 0,06 | 0,02 | Spur | Spur 























teilweise auch die y-Aminobuttersäuregruppe . (in SproBspitzen und 
Wurzeln). Zum Vergleich sind in Tabelle 8 die Aminosäurenwerte 
angegeben, die in den aufgeführten Organen vegetativer Pflanzen 
gefunden wurden. Es ist bemerkenswert, daß die hier vorliegenden 
Verhältnisse der Verteilung der Aminosäuren nahezu denen der geschoß- 
ten, blühenden Pflanzen entsprechen, obwohldie Absolutwerte differieren. 
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Tabelle 8. Die Verteilung der freien Aminosäuren in der vegetativen, einjährigen 
Zuckerriibe 
Erlauterung der Abkiirzungen in der Legende zu Tabelle 2. 





























Freie Aminosäuren in % vom Trockengewicht 
Extrahierte Organe 
Aspsr Arg y-Amb Ala Me Phen 
Herzblätter. . . . . . . 0,24 0,94 0,58 0,14 0,10 0,04 
Blätter mittleren Alters . 0,26 0,71 0,41 0,14 0,07 0,04 
Rosettenblätter . . . . . 0,26 0,53 0,19 0,10 0,08 0,05 
Webi un. RFR aie 0,15 0,30 0,10 0,05 0,02 0,01 


Der Konzentrationsabfall von den jungen zu den älteren Organen und 
zur Wurzel wird bei den vegetativen Exemplaren besonders deutlich. 
Eine Ausnahme macht nur die Asparaginsäurefraktion, die in den 
Blättern mittleren Alters und in den Rosettenblättern in etwas höherer 
Konzentration vorliegt als in den Herzblättern. 

Während der Glucosegehalt blühender Pflanzen von der Sproßspitze 
zur Wurzel hin kontinuierlich abnimmt (Tabelle 9, obere Spalte), ist 
der Glucosewert in den jungen Blättern blühender und fruchtender 
Pflanzen sowie in abgeblühten, fruchtenden Pflanzen am höchsten. 
Die Sproßspitzen, alten Blätter und Wurzeln dieser Pflanzen weisen 
einen bedeutend geringeren Glucosegehalt auf. 


Tabelle 9. Obere Spalte: Die Verteilung der Glucose in den einzelnen Organen repro- 

duktiver Pflanzen (bezogen auf das Trockengewicht = Trg). Untere Spalte: Der 

Trockensubstanzgehalt (Trg) verschiedener Organe reproduktiver Pflanzen in % des 
Frischgewichtes (Frg) 























Blätter < 
SproB- Entwickl tand 
oe | were |, Baoan 
y-Gluc/g Trg . | 780 550 450 80 blühend 
400 620 330 80 bliihend und fruchtend 
240 920 460 30 fruchtend 
% Trg/Frg . . 17,0 15,5 11,0 15,0 bliihend 
16,0 12,5 12,5 9,0 bliihend und fruchtend 
18,0 16,0 12,0 7,0 fruchtend 





LA 
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Die Trockengewichte der einzelnen Organe blühender und fruch- 
tender Pflanzen sind einander sehr ähnlich (Tabelle 9, untere Spalte). 
Das Trockengewicht sinkt in den in der Entwicklung fortgeschrittenen 
Pflanzen von den jungen zu den älteren Organen hin kontinuierlich ab. 
Wie zu erwarten, verringert sich der Trockensubstanzgehalt der Wurzeln 
reproduktiver Exemplare mit dem Altern der Pflanzen. 

Es bleibt zu bemerken, daß die in den Blüten gegenüber den Blüten- 
knospen gefundenen Eiweiß-, Aminosäure- und Glucosewerte wohl 
sicher durch die Pollenstäubung beeinflußt sind. 
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Teil IH 
Besprechung der Ergebnisse 


Berücksichtigt man nur die im ersten Teil der vorliegenden Arbeit 
zusammengestellten Versuche zur experimentellen Beeinflussung der 
Blütenbildung, so scheint der Schluß berechtigt, daß sich die Blüten- 
bildung der Zuckerrübe weder durch die Sachssche noch durch die Klebs- 
sche Theorie erklären läßt. 


Die chemischen Untersuchungen, die an thermisch induzierten 
Zuckerrüben und Kontrollpflanzen durchgeführt wurden, geben jedoch 
einen gewissen Einblick in die Vorgänge beim Übergang in die sexuelle 
Reproduktion. Man könnte nun bei den vernalisierten Exemplaren 
charakteristische qualitative und quantitative Veränderungen der 
untersuchten Stoffe erwarten. Bei den Proteinen, freien Aminosäuren 
und Amiden sowie den freien Zuckern vernalisierter und Kontroll- 
pflanzen ließen sich aber keine qualitativen Differenzen feststellen. Sie 
sind damit jedoch noch nicht ausgeschlossen, denn etwa neu gebildete 
Stoffe können in der Pflanze in so geringer Konzentration vorliegen, daß 
sie sich chemisch nicht nachweisen lassen. Dagegen konnten quantitative 
Unterschiede bei den untersuchten Stoffklassen zwischen vernalisierten 
und Kontrollpflanzen ermittelt werden. 

So ist nach Abschluß der Vernalisation die Konzentration der lös- 
lichen, papierelektrophoretisch fraktionierbaren Eiweißkomponenten in 
den Blättern mittleren Alters erniedrigt. Dieser Befund kann 2 Ursachen 
haben, die möglicherweise miteinander verknüpft sind: eine gehemmte 
Eiweißsynthese oder eine verstärkte Hydrolyse der Proteine zu nieder- 
molekulareren Verbindungen. 

In den noch wachsenden Zuckerrübenblättern mittleren Alters wird 
unter günstigen Außenbedingungen die Proteinsynthese gegenüber der 
Eiweißhydrolyse verstärkt, der Synthese/Hydrolyse- Quotient also groß 
sein. Die Synthese dieser hochmolekularen Stoffe führt zur Bildung 
neuer Struktursubstanzen, die für das Wachstum unerläßlich sind. Für 
die noch wachsenden Organe (z.B. Blätter mittleren Alters) sind aber 
während der Vernalisation sicher recht ungünstige Lebensbedingungen 
gegeben, zumindest in bezug auf den Baustoffwechsel. Deshalb ist 
wahrscheinlich die Synthese der Baustoffe gehemmt. Die hydrolytischen 
Prozesse werden hingegen offenbar nicht beeinflußt. Sie werden, im 
Gegenteil, teilweise sogar verstärkt (vgl. z.B. Borriss 1952). Durch die 
Vernalisation wird also der Synthese/Hydrolyse- Quotient erniedrigt 
(OPARIN u. SENTSCHENKO 1949). Die Ansicht, daß durch die Vernalisa- 
tion die Proteinhydrolyse verstärkt wird, wird auch durch die Unter- 
suchungen PoLsTers (1938) an Weizen gestützt. Er berichtet von 
einem Eiweißabbau während der Vernalisation und vermutet, daß 
die thermische Induktion eine erhöhte Tätigkeit der proteolytischen 
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Enzyme bedingt. 1955 konnten BLAGOVESÖENSKIJ u. KIRILLOVA diese 
Vermutung experimentell bestätigen. 

Da die Vernalisation eine Konzentrationsabnahme der Eiweiße be- 
dingt, wäre eine Erhöhung des Aminosäurengehaltes naheliegend. Die 
Konzentration der frei vorliegenden Aminosäuren weicht jedoch in den 
Zuckerrübenblättern nach Abschluß der Kältebehandlung vom Kon- 
trollwert nicht ab. Auch bei anderen Pflanzenarten hat die Vernalisation 
keinen Einfluß auf den Aminosäurengehalt. So fand Narr-Zınn (1956), 
daß sich die alkohol- und chloroformlöslichen Aminosäuren vernalisierter 
Arabidopsis-Keimlinge nicht von denen entsprechender Kontrollexem- 
plare unterscheiden. Auch bei der Wintergerste ist die Konzentration 
der freien Aminosäuren nach Abschluß der thermischen Induktion 
unverändert (SPARMANN 1958). Somit scheint der Abbau der Proteine 
entweder nicht bis zur Aminosäurenstufe zu erfolgen (KonowALow u. 
RoGaLEw 1937) oder die bei der Eiweißhydrolyse frei werdenden Amino- 
säuren müßten weiter abgebaut, bzw. aus den Blättern abtransportiert 
werden; eine Entscheidung über diese 3 Möglichkeiten kann auf Grund 
meiner bisherigen Ergebnisse noch nicht getroffen werden. 

Die Blätter vernalisierter Zuckerrüben zeichnen sich ferner — ähnlich 
wie vernalisierte Getreidekeimlinge (Lit. bei HÄnseL 1953 und AUGSTEN 
1956) und kältebehandelter Raphanus sativus (Dupéron 1950) — durch 
einen erhöhten Glucosegehalt aus. Durfkon berichtet aber, daß der 
durch die thermische Induktion anfänglich erhöhte Kohlenhydratgehalt 
während der weiteren Entwicklung schnell wieder auf den Kontrollwert 
absinkt. Die Zuckerrübe verhält sich jedoch anders, da bei ihr die Kon- 
zentration der reduzierenden Zucker (Glucose, Fructose) in den Blättern bis 
zum Blühbeginn stets über dem Kontrollwert liegt. 

Die Frage, ob die Konzentrationserhöhung der Glucose überhaupt für den 
Vernalisationseffekt bedeutungsvoll ist, wurde durch die Untersuchungen MIKHAT- 
LOWAs (1949) beantwortet: Sie fand, daß ein Anstieg der Zuckerkonzentration auch 
bei Samen solcher Pflanzen auftritt, die sich zwar im Rosettenstadium, nicht aber 
im Keimlingsstadium mit Erfolg vernalisieren lassen. Danach scheint die Erhöhung 
des Zuckerspiegels eine unspezifische Folge der Kältebehandlung zu sein. Dafür 
spricht auch die Feststellung, daß sie in den Zuckerrübenblättern nicht nur bei der 
Vernalisation, sondern auch beim Kältetod eintritt. 

Indes hat Purvis (1944) durch Zugabe von Zucker zum Nährmedium 
isolierter, vernalisierter Roggenembryonen eine Beschleunigung der 
Blütenbildung erreicht. Purvis schließt daraus, daß Kohlenhydrate 
— im Gegensatz zu der Feststellung MıkHAILowAs (1949) — für die 
erfolgreiche Vernalisation erforderlich sind. 

Die durch die Vernalisation in den Zuckerrübenblättern bedingte 
Erhöhung des Glucosewertes bei konstantem Aminosäurengehalt und 
einer Verminderung der Eiweißkonzentration bedeutet eine Erhöhung 
des C/N-Verhältnisses. Bei den Vorgängen, die zum Eintritt in die 
reproduktive Entwicklung führen, dürften sicherlich die in der Pflanze 
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frei vorliegenden, leicht transportablen, niedermolekularen Substanzen 
eine größere Rolle spielen als unlösliche, in den Organen deponierte 
hochmolekulare Stoffe. Deshalb wurde das C/N-Verhältnis allein aus der 
Konzentration der Glucose und der freien Aminosäuren und Amide 
berechnet. Dieses ist nach Abschluß der Vernalisation zunächst stark 
erhöht, sinkt bis zum mikroskopischen Schoßbeginn ab, um bei den 
induzierten Pflanzen mit dem makroskopisch sichtbar werdenden 
Schossen erneut anzusteigen 
(Abb. 10). Das hohe Kohlen- 
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Abb. 10. Das C/N-Verhältnis (Glucose und freie 


Aminosäuren/Trockengewicht) in den Blättern bildung oder mit beiden Vor- 

mittleren Alters vernalisierter Zuckerrüben wäh- 5 : mm 

rend der reproduktiven Entwicklung (in Prozent BERGER | MR Zusar enhang 
der nicht kältebehandelten Kontrollen) stehen. Auch ist bisher nicht 


eindeutig geklart, ob zwischen 
Schossen und Bliitenbildung ein unmittelbarer Zusammenhang be- 
steht. Gewisse Versuche und Beobachtungen deuten darauf hin, daß 
sich beide Vorgänge voneinander trennen lassen: In den vorliegenden 
Experimenten konnte ein Zuckerrübenexemplar beobachtet werden das 
blühte, ohne daß sich seine Achse wesentlich gestreckt hatte!. Außerdem 
fanden sich häufiger normal geschoßte Zuckerrüben, die nur vereinzelte 
Blüten ausbildeten. Ähnliches haben auch Lang u. MELCHERS (1943) 
sowie CLAUSS u. Rav (1956) von Hyoscyamus berichtet. 

Schließlich ist es mir in späteren Versuchen gelungen, durch die 
Behandlung mit Gibberellinsäure bei nicht-vernalisierten Zuckerrüben 
zwar das Schossen, nicht aber die Blütenbildung auszulösen. Somit 
ergibt sich also jetzt die Möglichkeit, einen der beiden Vorgänge, die 
sich beim normalen Entwicklungsverlauf überlagern, allein zu unter- 
suchen. 

Zusammenfassung 

A. Biochemische Methoden zur Fraktionierung der löslichen Eiweiße, 

freien Aminosäuren und Zucker der Zuckerrübe: 


1 Bei Clivien kann häufiger das ‚‚Sitzenbleiben‘‘ des Bliitenstandes beobachtet 
werden. 
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1. Mit Hilfe der Hochspannungs-Papierelektrophorese gelingt es, den 
löslichen Eiweißkomplex der Zuckerrübe zu fraktionieren. In den Blatt- 
und Wurzelpreßsäften konnten je 4 Proteinkomponenten (A, B, C und D) 
festgestellt und teilweise quantitativ erfaßt werden. 

2. Zur quantitativen papierchromatographischen Analyse der freien 
Zuckerrübenaminosäuren wurden Preßsäfte herangezogen. Zur Identi- 
fizierung der 7 papierchromatographisch getrennten Aminosäuren- 
gruppen wurde die Hochspannungs-Papierelektrophorese verwendet. 

3. In Zuckerrübenblattpreßsäften konnten Glucose und Fructose, 
in den Preßsäften aus Wurzelmaterial Saccharose, Glucose und Fructose 
papierchromatographisch nachgewiesen und quantitativ bestimmt 
werden. Fructose und Saccharose geben mit den gebräuchlichsten 
Reagentien zum Nachweis von Indolderivaten eine Farbreaktion. 

B. Quantitative Veränderungen der Eiweiße, Aminosäuren und Zuk- 
ker beim Übergang zur Blütenbildung: 

1. In den Blättern mittleren Alters bedingt die Vernalisation eine 
Abnahme der Konzentration der löslichen Proteine. Während der 
weiteren Entwicklung der Pflanzen verhalten sich die papierelektro- 
phoretisch getrennten Komponenten B und C übereinstimmend. Ihre 
Konzentration liegt stets unter dem Kontrollwert; die Fraktion A hin- 
gegen steigt mit dem Schoßbeginn über den Kontrollwert an. 


2. Die Konzentration der Aminosäuren — außer der Alaninfraktion — 
wird durch die Vernalisation in den Blättern nicht beeinflußt. Mit Aus- 
nahme der Alanin- und Methioningruppe erreicht die Konzentration der 
freien Aminosäuren in den Blättern und Wurzeln beim Schoßbeginn 
einen Maximalwert und sinkt mit der weiteren Streckung der Achse 
wieder ab. 


3. Durch die Vernalisation wird der Glucosegehalt der Blätter erhöht; 
während der weiteren Entwicklung der vernalisierten Pflanzen bleibt ihr 
Glucose- und Fructosegehalt stets über dem Kontrollwert. 


‘4. Über die Verteilung der Eiweiße, freien Aminosäuren und Zucker 
in den einzelnen Organen der reproduktiven Pflanze wird berichtet. 


“ Herrn Professor Dr. D. v. DENFFER gilt mein besonderer Dank für die Anregung 
zu dieser Arbeit und seine großzügige Unterstützung. 
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KEIMVERSUCHE AUF GENETISCHER GRUNDLAGE 


IV. PRADETERMINATION DER LICHTBEDURFTIGKEIT DER SAMEN 
UND DES KEIMVERLAUFES 
Von 
J. SCHWEMMLE 
Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 4. November 1960) 


In einer früheren Mitteilung hatte durch Kreuzungen verschiedener 
Formen der Oenothera Berteriana, einer isogamen Komplexheterozygote 
mit den Komplexen B und /, bei denen der /-Komplex gewissermaßen 
markiert gewesen war, gezeigt werden können, daß die /- B-Samen lang- 
samer keimten als die B-/-Samen. Der durch die Eizellen vererbte 
Komplex steht dabei an erster Stelle. Daraus wurde gefolgert, daß der 
l-Komplex die Eizelle im Embryosack der Samenanlagen zu einer lang- 
sameren Keimung der aus der Befruchtung durch B-Schläuche ent- 
standenen Embryonen bzw. Samenanlagen prädeterminiert. Spätere 
Untersuchungen, über die kürzlich berichtet wurde, haben dann ergeben, 
daß der l-Komplex stärker als der B-Komplex den Keimverlauf ver- 
langsamt. Dieser Befund stützte die obige Annahme einer Prädetermina- 
tion. Es war aber doch wünschenswert, die Frage noch einmal anzu- 
gehen, zumal es sich hatte zeigen lassen, daß der /-Komplex die stärkste 
Lichtbedürftigkeit der Samen bei der Keimung bewirkt. Möglicherweise 
prädeterminiert der l-Komplex auch in dieser Hinsicht die Eizelle. 

Die Versuche, über die nachfolgend berichtet wird, wurden vom 
3. 12. 56 bis 18. 11.57 durchgeführt. Sie wurden ermöglicht durch die 
Unterstützung von seiten der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
Dafür danke ich sehr, ebenso Fräulein Dr. RıcHTER für ihre Mithilfe. 


Material und Methode 


Keimversuche mit Samen aus den Kreuzungen B-/, x B-II und B-4 x {-II 
schienen für die Beantwortung der gestellten Frage am besten geeignet. B-II und 
l,-II sind halbheterogame Komplexheterozygoten, bei denen durch den Pollen 
nur der Komplex B bzw. |, vererbt wird. Aus der Kreuzung B:/; x B-II erhalten 
wir B-B und 4-B. Da die B-B-Embryonen absterben und die Samen mit solchen 
taub sind, werden im Keimversuch nur Samen mit /,-B-Embryonen, kurz gesagt 
l,-B-Samen, geprüft. In der Kreuzung B-1, x 1,-II entstehen fast ausschließlich 
B-4. Die wegen der geringen Affinität der l,-Samenanlagen zu den /,-Pollen- 
schläuchen nur zu einem geringen Prozentsatz entstehenden und bald absterbenden 
4-4 stecken in den tauben Samen. Es wird also die Keimung der 4-B- und B-/,- 
Samen verglichen. Deren Embryonen sind in ihrer genetischen Konstitution völlig 
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identisch. Aber die einen sind aus l-Eizellen, die anderen aus B-Eizellen entstanden. 
Da alle Kreuzungen mit B-1,-292 gemacht wurden, ist ein etwaiger Einfluß des 
mütterlichen Diplonten bei beiden Samensorten der gleiche. 

Es wäre gewiß wünschenswert gewesen, nicht die B- mit ungetupften Petalen, 
bei der das / 2-Chromosom mit dem Tupfungsfaktor T gegen das I 2-Chromosom 
ohne diesen ausgetauscht ist, zu verwenden, sondern die ursprüngliche Oe. Berte- 
riana (B-ly) mit getupften Petalen. Denn es hatte sich gezeigt, daß auch das 
1 27-Chromosom einen starken Einfluß auf den Keimverlauf und die Lichtbedürftig- 
keit der Samen hat. Deshalb war zu vermuten, daß der Komplex /, stärker prä- 
determiniert als /,. Aus der Kreuzung B-/y, x B-II bekämen wir nur /,- B-Samen. 
Aber aus der Kreuzung B:} mit der !-II,, mit getupften Petalen würden wir 
wegen der hier vorhandenen Spaltung — bedingt durch das Chromosomenpaar 
Gs) — B-l,y- und B-l,-Samen erhalten, also ein uneinheitliches Samenmaterial. 
Deshalb mußte mit B-l, © gekreuzt werden. 

Voraussetzung für die Auswertbarkeit der Versuche ist, daß der B- bzw. 
l,-Komplex der beiden 43 B-II und 1;-II identisch ist mit den Komplexen der 
als 2° verwendeten B-4. Das ist gemäß dem Stammbaum der für die Kreuzungen 
verwendeten Formen, welcher hier nicht wiedergegeben wird, sicher der Fall. Besser 
wäre es allerdings gewesen, aus der Kreuzung B-II x ,- II eine B-/, zu bekommen 
und mit dieser als © zu kreuzen. Aber das wurde zu spät bedacht. Die Kreuzungen 
wurden 1955 und 1956 gemacht und zwar jeweils gleichzeitig. Damit ist die Mög- 
lichkeit, daß eine unterschiedliche Keimung durch verschieden. alte Samen bedingt 
ist, ausgeschaltet. Die Versuchsanordnung ist an anderer Stelle beschrieben. Die 
Temperatur in den Thermostaten schwankte um +0,1°C. Durch Einbau eines 
Stabilisators war auch dafür gesorgt, daß sich nicht durch Schwankungen im 
Stromnetz die Lichtintensität änderte. Das muß im Hinblick auf die großen 
Schwankungen der Keimprozente noch einmal erwähnt werden. In den 1x 10 Std 
300 Lux-Versuchen wurden die am 1. Versuchstag um 8 Uhr angefeuchteten 
Samen am 2. Tag von 8—18 Uhr mit 300 Lux belichtet, in den 2 x 10 Std-Ver- 
suchen am 1. und 2. Tag jeweils von 8—18 Uhr. Die gekeimten Samen wurden 
täglich ausgezählt, damit auch der Verlauf der Keimung erfaßt werden konnte. 
Nach 10 Tagen war die Keimung zu Ende. Die Schalen mit den ungekeimten Samen 
wurden vor einem Südfenster aufgestellt. Durch diese Nachkeimung sollte das 
höchstmögliche Keimprozent ermittelt werden. Einige ergänzende Versuche 
werden an geeigneter Stelle besprochen. In den folgenden Abschnitten werden 
zunächst die Keimversuche zur Bestimmung der Lichtbedürftigkeit der 1,-B- und 
B-1,-Samen behandelt, dann der Verlauf der Keimung. 


Die Keimversuche 


A. Die Versuche mit Samen. des Jahres 1955 

Die Kreuzungen B-l, x B-II und B:4 x !-II waren in der Zeit vom 
27. bis 29. 7. 55 gemacht worden. Als am 3. 12. 56 der 1. Keimversuch 
angesetzt wurde, waren seitdem etwa 490 Tage, bei dem letzten Versuch 
am 9.5.57 gar 647 Tage vergangen. Die Samen waren also recht alt. 
Für jeden Versuch wurden 300—500 Samen verwendet. Nach Abschluß 
der Versuche wurde durch Zerdrücken der nicht gekeimten Samen fest- 
gestellt, wie viele taub waren. Von den 8757 Samen aus allen B-/ x 
B-II-Kreuzungen waren 3632 = 41,5% taub. In diesen steckten haupt- 
Planta, Bd. 56 23 
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sächlich die nicht lebensfähigen B-B-Homozygoten. Der hohe Anteil 
zeigt, daß die B-Samenanlagen sehr häufig von den B-Pollenschläuchen 
befruchtet wurden. Von den 6047 Samen aus den B-/, x 1, -II-Kreu- 
zungen waren dagegen nur 301=5,0% taub. Die /-Samenanlagen 
werden durch die /-Schläuche nicht häufig befruchtet; die Affinität 
zwischen beiden ist gering. Das hatten ja frühere Untersuchungen schon 
ergeben. Die Keimprozente wurden natürlich nur auf die ausgelegten 
vollen Samen bezogen. Diese keimten in den beiden Dauerlichtver- 
suchen und bei der Nachkeimung zu 97,4—100%, also sehr gut. Dabei 
. ist es gleichgültig, ob die Samen aus den B-/, x B-II- oder den B:4, x 
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Abb. 1. % Keimung bei den 2 x 10 Std-Versuchen der Ernte 1955. 
4,°B aus den Kreuzungen B-i, x B-II 
aacbnope B-i, aus den Kreuzungen B-°l, x II 

Abb. 2. % Keimung bei den 1x 10 Std-Versuchen der Ernte 1955. 
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l,-II-Kreuzungen stammten. Deshalb können die bei den Versuchen 
erhaltenen Keimprozente unmittelbar als Maß für die Lichtbedürftigkeit 
der Samen verwendet werden. 

a) Die 2x 10 Std-Versuche. 11 Versuche wurden vom 3. 12. 56 bis 
9.5.57 gemacht. Wann sie angesetzt wurden, ist aus der Abb. 1 zu 
entnehmen. Sie zeigt auch, daß die Samen aus den B:4 x {;-II-Kreu- 
zungen mit B-/,-Embryonen, entstanden durch Befruchtung der B-Ei- 
zellen durch die /,-Schläuche, zu 89,4—94,5% keimten, also fast so gut 
wie bei den Dauerlichtversuchen und der Nachkeimung. Die Schwan- 
kungen sind sehr gering. Demgegeniiber keimten die Samen aus den 
B-i, x B-II-Kreuzungen mit 1,-B-Embryonen schlechter. Ganz auf- 
fallend sind die großen Schwankungen, die nicht erklärbar sind. Jeden- 
falls aber sind die /,-B-Samen lichtbedürftiger als die B-1,-Samen. 

b) Die 1 x 10 Std-Versuche. Wenn schon die Unterschiede bei den 
vorbesprochenen Versuchen eindeutig waren, konnte es doch sein, daß 
sie bei geringerer Belichtung noch größer ausfallen würden. Deshalb 
wurden vom 11.2.57 ab 7 Parallelversuche angesetzt, bei denen die 
Samen erst am 2. Tag von 8—18 Uhr belichtet wurden. Die B-/;-Samen 
aus den B-/, x 4, -II-Kreuzungen keimten auch unter diesen Bedingungen 
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noch sehr gut. Der Durchschnittswert von 89,1% ist nicht viel niedriger 
als bei den 7 Parallelversuchen mit längerer Belichtung mit 940%. Bei 
den 3 Versuchen vom 11.3. bis 9. 4. 57 keimten die Samen zu 83,5%, 
86,7% und 84,9%. Wodurch diese Depression im Kurvenverlauf bedingt 
ist, kann ebensowenig erklärt werden wie die viel größeren Schwan- 
kungen in der Keimung bei den /,-B-Samen aus den Kreuzungen 
B:4 x B-II. Sicher sind diese wiederum viel lichtbedürftiger als die 
B-1,-Samen (Abb. 2). 

Das ist auch der Fall bei den nur anhangsweise erwähnten Versuchs- 
paaren. Am 28. 1.57, dem 1. Versuchstag, wurden die Samen 10 Std 
belichtet, dann, weil sie nicht keimten, noch einmal am 5. Tag 8 Std. 
Am 10. Tag hatten die B-l,-Samen zu 67,7%, die l,-B-Samen aber zu 
nur 1,4% gekeimt. Bei den am 11. 2. 57 angesetzten Versuchen wurden 
die Samen am 2. Tag 15 Std lang belichtet. Am 10. Tag hatten die 
B-l,-Samen zu 93,5%, die 1,-B-Samen zu 71,8% gekeimt. 

Alle 20 Versuchspaare hatten also das gleiche Ergebnis: Die I, -B- 
Samen aus den B:4 x B-II-Kreuzungen keimten unter den gleichen 
Bedingungen schlechter, waren also lichtbedürftiger als die B-1,-Samen 
aus den B:4 x 4-II-Kreuzungen. Das ist überraschend, denn die 
l,-B-Embryonen haben genau die gleichen Komplexe wie die B-i,- 
Embryonen. Auch ein Einfluß des mütterlichen Diplonten ist hier aus- 
geschlossen, denn stets wurde ja mit B-1,-29° gekreuzt. 

Nun wissen wir aus anderen Versuchen einmal, daß der Komplex I 
die stärkste Lichtbedürftigkeit bedingt, zum anderen, daß er den Keim- 
verlauf prädeterminiert. Die unterschiedliche Lichtbedürftigkeit der 
1,-B- und B-l,-Samen können wir wie folgt erklären: Der Eizellkern 
mit dem /,-Komplex produziert Stoffe, die sich vielleicht im Plasma 
autokatalytisch vermehren und die bewirken, daß die Lichtbedürftigkeit 
der aus der Kreuzung erhaltenen /,-B-Samen bei der Keimung erhöht 
wird. Für die Eizellkerne mit dem B-Komplex gilt vermutlich Ent- 
sprechendes. Aber diese, sagen wir kurz B-Stoffe, sind weniger wirksam 
als die /-Stoffe, denn der B-Komplex bedingt ja geringere Lichtbedürf- 
tigkeit als der /-Komplex. Deshalb sind dann die B-l,-Samen auch 
weniger lichtbedürftig. Daß der bei den /,- und B-Eizellen vorhandene 
Unterschied bei den 1,-B- und B-l,-Samen erhalten bleibt, und zwar 
viele Monate lang, ist gewiß verwunderlich. Wenn übrigens die Erklä- 
rung richtig ist, dann keimen möglicherweise bestimmte Testsamen 
auf Extrakten von /- B-Samen schlechter als auf solchen von B-/-Samen. 
Die bislang durchgeführten Versuche haben kein eindeutiges Ergebnis 
gebracht. Sie werden fortgesetzt. 

c) Vergleich der 1x 10 Std- und 2x 10 Std-Versuche. Vergleichen 
wir die Abb. 1 und 2, so sehen wir, daß die B-1,-Samen in den 7 1 x 10 Std- 
Versuchen nicht viel schlechter gekeimt haben als in den gleichzeitig 
angesetzten 2 x 10 Std-Versuchen, in dem Versuch vom 11. 2. 57 sogar 
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besser. Wir können nun die Versuchswerte bei den 1 x 10 Std-Versuchen 
auf diejenigen bei den 2x 10 Std-Versuchen beziehen, die wir gleich 
100% setzen. So erhalten wir die Werte für die Kurve der Abb. 3. Diese 
zeigt deutlich, daß bei den Versuchen mit kürzerer Belichtung die 
Keimung nicht viel schlechter war. Im Durchschnitt ist sie von 100% 
auf 94,8% abgesunken. 

Bei den 4-B-Samen fallen in beiden Versuchsreihen die großen 
Schwankungen auf, die aber nicht gleichsinnig verlaufen (Abb. 1 u. 2). 
So keimten die /,-B-Samen in dem 2 x 10 Std-Versuch vom 25.2. am 
besten (87,3%), in dem am gleichen Tag angesetzten 1 x 10 Std-Versuch 
aber am schlechtesten. Wodurch diese Schwankungen bedingt sind, ist 
unerfindlich. Selbstverständlich wurden alle Fehlermöglichkeiten be- 
dacht und auf möglichste Konstanz der Versuchsbedingungen geachtet. 
Aber wie sonst ließen sich auch bei diesen Versuchen die Schwankungen 
nicht vermeiden. Zu wieviel Prozcut die 4, - B-Samen bei den 1 x 10 Std- 
Versuchen gegenüber den 2 x 10 Std-Versuchen, deren Werte, wie oben 
ausgeführt, — 100% gesetzt wurden, gekeimt haben, zeigt Abb. 3. Nur 
bei dem Versuch vom 9. 4. ist bei den /,-B-Samen die Abnahme so wie 
bei den B-l,-Samen, sonst aber größer. Im Durchschnitt ist die Kei- 
mung von 100% auf 60,1% abgesunken. Die l;- B-Samen reagieren dem- 
zufolge auf die geringere Belichtung viel stärker als die gleich konstituier- 
ten B-/;-Samen. 


B. Die Versuche mit Samen des Jahres 1956 

Die gleichen Kreuzungen waren vom 30.7. bis 9. 8.56 noch einmal 
gemacht worden. Mit den Versuchen wurde am 25. 3. 57 begonnen. Die 
Samen keimten bei den 2 x 10 Std- und 1x 10 Std-Versuchen bis zum 
4. Versuch am 9. 5. 57 nicht gut. Sie waren noch nicht alt genug, obwohl 
seit dem Kreuzen etwa 230—280 Tage verstrichen waren. Deshalb 
wurden erst wieder am 7. 10. 57 Versuche angesetzt und in kurzen Ab- 
ständen bis zum 10. Versuch am 11. 11. 57 fortgeführt (s. Abb. 4. u. 5). 
Seit dem Kreuzen waren etwa 428—463 Tage vergangen. Die Schalen 
mit den in den Keimversuchen nicht gekeimten Samen wurden ans 
Fenster zur Nachkeimung gestellt. Die oberen Kurven der Abb. 4 und 5 
zeigen, daß die so ermittelte Gesamtkeimung bis auf den einen Versuch 
vom 4. 11. sehr gut war. Wir können also die Keimprozente der Versuche 
wieder unmittelbar miteinander vergleichen. Da die tauben Samen 
beim Reinigen in der Maschine abgeblasen worden waren, kann ihr pro- 
zentualer Anteil incht angegeben werden. 

a) Die 2x 10 Std-Versuche. Bei den ersten 4 Versuchen war die 
Keimung der /,- B-Samen mit 0,7—4,3% noch schlecht. Bei den späteren 
mit den älter gewordenen Samen stieg sie von 6,3% bei dem am 7. 10. 57 
angesetzten Versuch stetig an bis zu 18,5% bei dem Versuch vom 4. 11., 
um dann wieder etwas abzunehmen (Abb. 4). Mit zunehmendem Alter 








Keimversuche auf genetischer Grundlage. IV 353 


nimmt die Lichtbedürftigkeit der Samen ab. Noch ausgesprochener 
ist das bei den Versuchen mit den B-l,-Samen der Fall. Sie keimten 
mit 12,2—79,7% durchweg besser als die 1,-B-Samen, bei denen die 
größere Lichtbedürftigkeit durch den 1,-Komplex prädeterminiert ist. 
Diesmal haben wir bei den B-l,-Samen große Schwankungen. 

b) Die 1x 10 Std-Versuche. Bei beiden Samensorten war bei diesen 
Versuchsbedingungen die Keimung schlechter (Abb. 5). Bei den 4 Ver- 
suchen vom 25.3. bis 9. 5. 57 keimten die /,-B-Samen durchschnittlich 
nur zu 0,8%, bei den späteren Versuchen mit geringen Schwankungen 
zu 2,0—6,8%. Wieder keimten die B-l,-Samen besser, in den ersten 
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4Versuchen durchschnittlich zu 5,3% . Bei den Versuchen ab 7. 10.stieg die 
Keimung bis zu 64,6% an. Die Schwankungen entsprechen denjenigen bei 
den 2 x 10 Std-Versuchen. Wodurch sie bedingt sind, ist unbekannt. 

Die unterschiedliche Keimung der B-/,- und /,-B-Samen war auch 
sonst noch festzustellen. In 2 am 18. 11. angesetzten Versuchen wurden 
die Samen am 2. Tag ab 8 Uhr 25 Std mit 300 Lux belichtet. Nach 
10 Tagen hatten die B-l,-Samen zu 89,7%, die 1,-B-Samen zu 78,6% 
gekeimt. In 2 weiteren, ebenfalls am 18.11. angesetzten Versuchen, 
waren die Samen schon am 1. Tag 10 Std belichtet worden, am 2. Tag 
dann so wie bei den vorigen Versuchen. Nach 10 Tagen hatten 94,2% 
und 83,1% der Samen gekeimt. Die Belichtung am 1. Tag hatte sich 
nur geringfügig ausgewirkt, weil die Samen ja erst noch quellen mußten. 
In 2 weiteren Versuchspaaren vom 28. 10. und 4. 11. waren die Samen 
am 2. und 3. Tag je 10 Std belichtet worden. Die B-l,-Samen hatten zu 
84,2% und 89,5%, die l,-B-Samen zu 60,5% und 57,8% gekeimt. Wie 
man sieht, haben die /, - B-Samen auf die geänderten Versuchsbedingungen 
viel stärker angesprochen als die B-l,-Samen. 

Jedenfalls haben bei insgesamt 24 Vergleichsversuchen mit Samen 
der Ernte 1956 die offensichtlich lichtbediirftigeren /,- B-Samen schlechter 
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gekeimt als die B-1,-Samen. Die Ergebnisse der Versuche mit Samen der 
Ernte 1955 konnten in vollem Umfang bestätigt werden. 

c) Vergleich der 1x 10 Std- und 2x 10 Std-Versuche. Da die je 
10 Versuche mit den beiden Samensorten bei verschiedener Belichtungs- 
dauer an den gleichen Tagen angesetzt wurden, kann man sie vergleichen 
und feststellen, wie sich die verschiedenen Bedingungen ausgewirkt 
haben. Die Werte für die Kurven der Abb. 6 wurden in der bereits oben 
angegebenen Weise berechnet (s. S. 352). Aus ihr kann man entnehmen, 
wie die Keimung bei den 1 x 10 Std-Versuchen gegenüber den 2 x 10 Std- 
Versuchen abgenommen hat. Auffallend ist nun, daß bis zu dem am 
21. 10. angesetzten Versuch kein Unterschied zwischen den B:4- und 
l,-B-Samen vorhanden ist. Von da an aber ist die Abnahme bei den 
B-l,-Samen geringer als bei den /,-B-Samen, so wie wir das bei den 
Versuchen mit den viel älteren Samen der Ernte 1955 — bis auf einen — 
durchweg gefunden haben (s. Abb. 3). Das würde aber bedeuten, daß 
mit zunehmendem Alter die B-/,-Samen auf Änderung der Versuchs- 
bedingungen anders reagieren als die /,- B-Samen. 


C. Vergleich der Versuche mit Samen aus den Jahren 1955 und 1956 
Leider waren nur an 4 Tagen, nämlich am 25.3., 9.4., 6.5. und 
9. 5. 57, Parallelversuche mit Samen der beiden Ernten angesetzt worden. 
Die Abb. 7 mit den Versuchswerten zeigt deutlich, wieviel weniger licht- 
bedürftig die um ein Jahr älteren Samen aus 
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1955 und 1956. aus den Kreuzungen B:4 x ,-II. Am ein- 

links: 1 x 10 Sta eK fachsten kann dieser Befund mit Pradeter- 

1955 mination der Eizellen durch den Kern mit 

— rechts: 2 x 10 Std dem Komplex !, der große Lichtbedürftig- 
1956 keit bedingt, erklärt werden. 


Der Keimverlauf 
Da die gekeimten Samen jeden Tag ausgezählt wurden, konnte der 
Keimverlauf verfolgt und geprüft werden, ob in Bestätigung früherer 
Versuche auch der Keimverlauf durch den Komplex |, prädeterminiert 
wurde. In diesem Fall müßten die /,- B-Samen langsamer keimen als die 
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B:/;-Samen. Zunächst werden die Versuche mit Samen aus dem 
Jahre 1955 beschrieben, dann diejenigen mit Samen des Jahres 1956. 

a) Die Versuche mit Samen des Jahres 1955. Für jedes der 20 Ver- 
suchspaare mit /,-B- und B-l,-Samen wurden die Summenkurven ge- 
zeichnet. Aus ihnen kann abgelesen werden, wieviel Prozent der am 
10. Tag insgesamt gekeimten Samen bis zum 4., 5. usw. Versuchstag 
gekeimt haben. In jedem Fall keimten die /,-B-Samen langsamer als 
die B-1,-Samen. Da aber in den Einzelversuchen die Zahl der Keim- 
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Abb. 9. Der Keimverlauf bei den 2 x 10 Std-Versuchen der Ernte 1956. Durchschnitt 
der 3 Versuche vom 28.10. bis 11. 11. 57. 4°B 133 gek. Sa. -------- Bk 
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Abb. 10. Der Keimverlauf bei der Nachkeimung der 1 x 10 Std-Versuche. Ernte 1956. 
Durchschnitt der 6 Versuche vom 7. 10. bis 11. 11. 57. L°B 1744 gek. Sa. 
cosnnnne B‘4 1247 gek. Sa. 
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linge nicht groß war, wurden für die Kurven der Abb. 8 je 7 Versuche 
vom 11.2. bis 9. 5. 57 zusammengenommen. Abb. 8 zeigt, daß bei den 
1x 10 Std-Versuchen die B-l,-Samen schneller keimten als die 1,-B- 
Samen. So ist es auch bei den 2 x 10 Std-Versuchen. Nur ist bei diesen 
Versuchsbedingungen der Keimverlauf so beschleunigt, daß nunmehr 
die 1,-B-Samen fast so schnell keimen wie die B-l,-Samen bei den 
1% 10 Std-Versuchen. 

Selbst bei den 2 sog. Optimalversuchen mit Dauerlicht, bei denen die 
Keimprozente gleich waren (99,4 und 98,7% bei den /,-B-Samen, 99,5 
und 99,0% bei den B:4-Samen), ist der Unterschied vorhanden, wenn 
er auch sehr gering ist. Nimmt man die je 2 Versuche zusammen, so 
haben bis zum 3. und 4. Tag gekeimt: von den B-l,-Samen 6,0% und 
92,1%, von den J,-B-Samen etwas weniger, nämlich 0,5% und 85,8%. 

b) Die Versuche mit Samen des Jahres 1956. Bei den 1x 10 Std- 
Versuchen hatten zu wenig Samen gekeimt, ebenso bei den meisten 
2x 10 Std-Versuchen. Nur für die 3 Versuche vom 28. 10. bis 11. 11. 57 
konnte der Keimverlauf ermittelt werden. Auffallenderweise keimten, 
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wie Abb. 9 zeigt, entgegen allen Erwartungen die B-1,-Samen langsamer 
als die 4 -B-Samen, die an sich viel schlechter gekeimt hatten (Abb. 4), 
weil sie lichtbedürftiger waren. So überraschend und allen sonstigen 
Ergebnissen widersprechend dieser Befund ist, so zeigt er doch, daß die 
an sich naheliegende Annahme, daß die lichtbedürftigeren Samen unter 
allen Umständen langsamer keimen müßten, nicht durchweg zu Recht 
besteht. Auffallend ist nun, daß bei den 2 Versuchspaaren vom 28. 10. 
und 4. 11., bei denen am 2. und 3. Tag je 10 Std belichtet worden war, 
die 1,-B-Samen wieder langsamer keimten. Allerdings ist der Unter- 
schied noch nicht groß. 

Durchweg langsamer keimten aber die l,-B-Samen bei allen Nach- 
keimungen. Das zeigt die Abb. 10. Für diese wurden je 6 Nach- 
keimungen der 1 x 10 Std-Versuche vom 7. 10. bis 11. 11. 57 zusammen- 
genommen. Dabei soll noch erwähnt werden, daß die Gesamtkeimung 
der B-i,- und J,-B-Samen mit Ausnahme des Versuches vom 4.11. 
gleich gut war. So wird man trotz des einen abweichenden Befundes 
bei den 2x 10 Std-Versuchen sagen können, daß die J,-B-Samen lang- 
samer keimen als die B-J,-Samen, und zwar vermutlich nicht deshalb, 
weil die 1,-B-Samen lichtbedürftiger sind, sondern weil der langsamere 
Verlauf der Keimung durch den /-Komplex prädeterminiert ist. 


Zusammenfassung 


1. Die Samen mit /,-B-Embryonen aus den Kreuzungen B-l, x B-II 
der Jahre 1955 und 1956 sind bei der Keimung viel lichtbedürftiger als 
die Samen mit den gleich konstituierten B-l,-Embryonen aus den 
Kreuzungen B:4 X{1,-IL. Dieser Befund wird damit erklärt, daß der 
starke Lichtbedürftigkeit bewirkende Komplex / im Kern der Eizelle 
diese prädeterminiert. 

2. Auf Änderungen der Versuchsbedingungen sprechen die über ein 
Jahr alten l,-B-Samen stärker an als die B-l,-Samen. 

3. Je älter die Samen werden, desto mehr nimmt ihre Lichtbedürftig- 
keit bei der Keimung ab. 

4. Zumeist keimen die l,-B-Samen langsamer als die B-l,-Samen. 
Auch der Keimverlauf wird durch den /-Komplex prädeterminiert. 
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_ Aufnahmebedingungen 
1. Sachliche Anforderungen. 


Richtigstellungen der Tatbestände ist zulässig. 
II. Formelle Anforderungen 


Originalarbeiien sollen nicht umfangreicher als zwei ge u (& 16 Druckseiten) sein; 
Kurze Mitteilungen dürfen den Umfang von vier Druckseiten nicht überschreiten. 


Das Manuskript muß leicht leserlich und einseitig pc a sein. Die gro À 
vorlagen sind a besonderen Blättern einzureichen, ebenso die Legenden. Die Arbeiten 
müssen knapp und sprachlich klar geschrieben sein. Ausfiihrliche Einleitungen 
sind zu vermeiden. Die Fragestellung kann durch wenige Sätze klargelegt werden. Der An- 
schluß an frühere Behandlungen des Themas ist durch Hinweis auf die letzten Literaturzu- 
sammenstellungen (in Monographien, „Ergebnissen“, Handbüchern) herzustellen. 

Der Weg, auf dem die Resultate gewonnen wurden, muß klar erkennbar sein; jedoch 
hat +9 ausfiihrliche Darstellung der Methodik nur dann Wert, wenn sie wesentlich Neues 
enthält 


Für die Rechtschreibung ist die ,,wissenschaftliche Rechtschreibung nach Jansen“ maB- 
gebend, mit der die Schreibung der Termini im „Handwörterbuch der Naturwissenschaften“ 
à 1931—1934) im wesentlichen übereinstimmt. 


Jeder Arbeit ist eine kurze Zusammenfassung der wesentlichen a anzufügen. 
Eine Übersetzung dieser Zusa ung in eine andere der Kongreß-Sprachen kann in 
Petit-Druck hinzugefügt werden, sofern beide Zusammenfassungen nicht mehr als insgesamt 
1:/, Druckseiten beanspruchen. 

Von jeder bone ger bzw. von jedem Tatsachenbestand ist in der Regel nur ein Proto- 
koll im Telegrammstil als Beispiel in knappster Form mitzuteilen. Das übrige 
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